Immunmodulatorische Effekte von TLR3- und TLR7-Liganden auf die Pathogenese des chronischenAsthma bronchiale im Maus-Modell by Sel, Sarper
Aus dem Institut für Klinische Chemie und Molekulare Diagnostik 
Geschäftsführender Direktor: Prof. Dr. Harald Renz 
 
 
Des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universität Marburg 
 
in Zusammenarbeit mit dem Universitätsklinikum Gießen und Marburg GmbH, 
Standort Marburg 
 
Titel der Dissertation: 
 
Immunmodulatorische Effekte von TLR3- und TLR7-
Liganden auf die Pathogenese des chronischen 






















Angenommen vom Fachbereich Medizin der Philipps-Universität Marburg am: 
…………………  
Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs 
 
Dekan:   Prof. Dr. Matthias Rothmund 
Referent:  Prof. Dr. med. H. Renz 






Abkürzungen ................................................................................................... IV 
1 Einleitung ............................................................................................... 1 
1.1 Grundlagen der Immunologie............................................................... 1 
1.2 Allergie ................................................................................................. 3 
1.3 Immunologische Grundlagen der Allergie ............................................ 3 
1.4 Das Asthma Bronchiale........................................................................ 7 
1.4.1 Epidemologie ....................................................................................... 7 
1.4.2 Ätiologie ............................................................................................... 8 
1.4.3 Pathophysiologie des allergischen Asthma bronchiale ...................... 10 
1.4.4 Airway remodelling............................................................................. 11 
1.4.5 Therapie............................................................................................. 12 
1.5  Toll-Like Rezeptoren .......................................................................... 14 
1.5.1 TLR3 .................................................................................................. 18 
1.5.2 TLR7 .................................................................................................. 19 
1.5.3 Rolle der Toll-like Rezeptoren in der Pathogenese allergischer 
 Erkrankungen..................................................................................... 20 
2 Material und Methoden........................................................................ 24 
2.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung.............................................. 24 
2.2 Induktion einer allergischen Atemwegsentzündung ........................... 24 
2.2.1 Sensibilisierung gegen das Protein Ovalbumin (OVA) ....................... 24 
2.2.2 Induktion einer lokalen allergischen Entzündungsreaktion in der Lunge 
 durch Inhalation von OVA-Aerosol ..................................................... 25 
2.3 Versuchsprotokolle............................................................................. 26 
2.3.1 Induktion einer akuten allergischen Entzündungsreaktion in der Lunge 
 und Immunmodulation durch intranasale (lokale) und intraperitoneale 
 (systemische) Applikation von Poly (I:C)............................................ 26 
2.3.2 Induktion einer chronischen allergischen Entzündung in der Lunge und 
 Immunmodulation durch TL3- und TLR7-Liganden............................ 28 
2.4 Messung der Atemwegsreagibilität .................................................... 30 
2.4.1 Aufbau der Messapparatur................................................................. 30 
2.4.2 Messablauf......................................................................................... 32 
2.5 Gewinnung von Probenmaterial ......................................................... 32 
 
Inhaltsverzeichnis II 
2.5.1 Gewinnung der Serumproben ............................................................ 32 
2.5.2 Broncho-alveoläre Lavage (BAL) ....................................................... 33 
2.6 Zellzählung......................................................................................... 34 
2.7 Differenzierung von Leukozytensubpopulationen in der BAL............. 34 
2.8 Enzyme Linked immuno Sorbent Assay (ELISA) ............................... 34 
2.8.1 Konzentrationsbestimmung von Immunglobulinen............................. 35 
2.8.2 Konzentrationsbestimmung von Zytokinen der BAL .......................... 36 
2.9 Lungenhistologie................................................................................ 37 
2.9.1 HE-Färbung ....................................................................................... 37 
2.9.2 PAS-Färbung ..................................................................................... 38 
2.10  Immunhistologie ................................................................................. 38 
2.11 Daten-Analyse und Statistik ............................................................... 39 
3.  Ergebnisse ........................................................................................... 40 
3.1 Die systemische Applikation von Poly (I:C) führt gegenüber der lokalen 
 Applikation zu einer deutlicheren Verbesserung des akuten Asthma 
 Phänotyps im Maus-Modell ................................................................ 40 
3.1.1 Die systemische und lokale Applikation von Poly (I:C) inhibieren die  
 Sensibilisierungsreaktion ................................................................... 41 
3.1.2 Die IL-5-Konzentration in der BAL wird bei systemischer Applikation  
 von Poly (I:C) stärker inhibiert als bei lokaler Anwendung ................. 43 
3.1.3 Die Entzündung der Atemwege wird durch Poly (I:C) Applikation 
 verhindert ........................................................................................... 44 
3.1.4 Die allergische Entzündung im Lungenparenchym und die 
 Becherzellhyperplasie werden durch die systemische Poly (I:C) 
 Behandlung unterdrückt ..................................................................... 46 
3.1.5 Die Lungenfunktion verbessert sich nur nach systemischer  Applikation 
 von Poly (I:C) ..................................................................................... 49 
3.2 Einfluss von R-848 und Poly (I:C) auf die Entwicklung von 
 chronischem Asthma Bronchiale im Maus-Modell ............................. 51 
3.2.1 Die TLR3- oder TLR7-Aktivierung vermindert die Produktion von 
 OVA-spezifischem IgE ....................................................................... 52 
3.2.2 Die TLR3/7-Liganden Applikationen inhibieren die Produktion von IL-5 
 und TGF-β und induzieren die Produktion von IL-12 in der Lunge..... 54 
3.2.3 Verminderung der Anzahl an eosinophilen Granulozyten in der BAL 
 durch die Aktivierung von TLR3 und 7 ............................................... 56 
3.2.4 Die lokale Infiltration der Lunge wird durch R-848 oder Poly (I:C)




3.2.5 Die Atemwegsreagibilität verringert sich nach TLR3/7 Aktivierung im 
 Atemfunktionstest............................................................................... 60 
3.2.6 TLR3/7 Aktivierung inhibiert die Entwicklung eines Airway remodelling 
 in den distalen Atemwegen ................................................................ 61 
4. Diskussion ........................................................................................... 64 
4.1  Deutliche Verbesserung des  akuten Asthma Phänotyps durch 
systemische Applikation von Poly (I:C) im Maus-Modell .................... 65 
4.2 Positiver Einfluss von R-848 und Poly (I:C) auf die Entwicklung von  
 chronischem Asthma bronchiale im Maus-Modell .............................. 68 
5. Zusammenfassung.............................................................................. 76 
6.  Referenzen .......................................................................................... 78 
7.  Verzeichnis der Veröffentlichungen................................................. 107 
8.  Lebenslauf.......................................................................................... 111 
9.  Verzeichnis der akademischen Lehrer ............................................ 113 
10.  Danksagung ....................................................................................... 114 





% v/v Prozent auf das Volumen bezogen 




BAL Broncho-alveoläre Lavage 
BHR Bronchiale Hyperreagibilität 
BSA bovines Serumalbumin 
CBA Cytometric Bead Array 
CpG Cytosin-phosphatidyl-Guanosin 
DNA Desoxyribonukleinsäure 
dsRNA doppelsträngige RNA 
DZ Dendritische Zellen 
EAR early allergic responses 
EF50 halbmaximaler expiratorischer Atemfluss 
Elisa enzyme-linked immunosorbent assay 
g Gramm 













mRNA messenger RNA 
MYD88 myeloid differentiation protein 88 







PAMP pathogen-associated molecular pattern 
PAS Perjodsäure-Schiff  
PBS phophate buffered saline 
pH potentia hydrogenii 
Poly (I:C) Polyinosin:Polycytidyl-Säure 
PRR pattern recognition Rezeptoren 
R-848 Resiquimod 
RNA Ribonukleinsäure 
RSV respiratorisches Syncitial Virus 
RT Raumtemperatur 
SEM Standardfehler des Mittelwerts 
ssRNA einzelsträngige RNA 
Tab. Tabelle 
TGF- β transforming growth factor-β 
TH T-Helfer (Zelle) 
TIR Toll/Interleukin-1-Rezeptor 
TLR Toll-like receptor 
TNF-α Tumornekrosefaktor-α 
ÜN Über Nacht 
x mal 






1.1 Grundlagen der Immunologie 
 
Die Immunologie ist die Wissenschaft über die Gesamtheit der Abwehrsysteme 
des Körpers gegen fremde Substanzen und Krankheitserreger wie z.B. 
Bakterien, Viren, Pilze, Helminthen, Parasiten, toxische Substanzen oder 
Allergene. Die entsprechende Reaktion des Körpers und die ablaufenden 
Prozesse gegen die eingedrungene Substanz werden vom Immunsystem 
gesteuert und rufen eine Immunantwort hervor. Am Ende dieses Prozesses 
steht die Elimination des Fremdantigens (Chaplin, 2006). 
 
Die initiale Immunantwort wird durch das angeborene Immunsystem 
gewährleistet (Staros, 2005). Zu diesem zählen zum einen physikalische und 
mechanische Barrieren in Form von intakter Haut und Schleimhaut, zum 
anderen chemische Barrieren wie zum Beispiel antimikrobielle Peptide, 
Lysozyme und Magensäure. Außerdem werden eingedrungene Pathogene 
durch phagozytierende Zellen (Makrophagen, Neutrophile) oder Natürliche 
Killerzellen (NK-Zellen) eliminiert. 
Dabei erkennt das angeborene Immunsystem pathogene Strukturen anhand 
hochkonservierter Pathogen-assoziierter Muster, der sogenannten pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) (Akira et al., 2001), beispielsweise 
Lipopolysaccharide gramnegativer Bakterien. Diese PAMPs werden durch 
spezifische pattern recognition Rezeptoren (PRRs), wie die Toll-Like 
Rezeptoren (TLRs) (Kawai and Akira, 2007) erkannt.  
 
Im Gegensatz zum angeborenen Immunsystem, bei dem nur eine sehr limitierte 
Differenzierung zwischen verschiedenen Krankheitserregern erfolgt, löst die 
Aktivierung des adaptiven Immunsystems eine hochspezifisch gegen 
bestimmte Antigene gerichtete Immunantwort aus. 
 
Das adaptive Immunsystem ist durch eine hohe Spezifität, Diversität, und 
Selbstlimitation definiert. Es bildet die späte Phase der Immunantwort bei der 
Abwehr eines Erstkontakts mit einem Antigen. Durch ein immunologisches 
Gedächtnis kann der Körper bei einem erneuten Kontakt gegen dasselbe 




Man unterscheidet zwei Typen der adaptiven Immunantwort, die humorale 
sowie zell-vermittelte Immunität. Die humorale Immunität basiert auf der 
Produktion von Antikörpern durch B-Lymphozyten. Diese erkennen 
hochspezifisch (z.B. mikrobielle) Antigene und verhindern durch ihre Bindung 
an das Antigen deren Wechselwirkung mit zellulären Oberflächenstrukturen und 
somit die Infektion der Zellen. Durch ihre Bindung an Bakterien werden diese 
darüber hinaus von Phagozyten erkannt und zerstört. 
 
Die zell-vermittelten Reaktionen basieren auf direkten Interaktionen zwischen 
T-Lymphozyten und Peptid-Antigenen von Fremd-Proteinen, die über 
membrangebundene Glykoproteine (major histocompatibility complex MHC) 
infizierter Zellen oder Phagozyten präsentiert werden.  
 
Während zytotoxische T-Zellen infizierte Zellen direkt erkennen und abtöten, 
wirken T-Helfer-Zellen (TH-Zellen) unter anderem über die Aktivierung von 
Makrophagen beziehungsweise B-Lymphozyten. Eine wesentliche Rolle spielt 
hierbei die Produktion von regulatorisch wirkenden Zytokinen durch TH-Zellen 
(Abbas et al., 1996). 
 
Das angeborene und adaptive Immunsystem stellen keine separat von einander 
getrennten Funktionseinheiten dar, sondern bilden ein komplexes Abwehrnetz, 
das miteinander unter ständiger Kommunikation und Interaktion steht und sich 
gegenseitig beeinflusst und ergänzt (Kabelitz and Medzhitov, 2007; Medzhitov 
and Janeway, 1997). 
Die Reaktionen beider Immunsysteme unterliegen komplexen Kontroll-
Mechanismen, die eine Unterscheidung zwischen „eigen“ und „fremd“ 
ermöglichen und so eine Abwehrreaktion gegen Bakterien, Viren oder Parasiten 
hervorrufen, während körpereigene Strukturen keine Immunantwort initiieren. 
Die Dysfunktion dieses Systems kann einerseits zu einer gestörten 
Abwehrreaktion gegenüber Pathogenen führen, während eine gestörte Selbst-
Toleranz Autoimmunkrankheiten beispielsweise Autoimmunthyreoiditis oder 




Andererseits muss das Immunsystem auch in der Lage sein, zwischen 
Antigenen pathogener Mikroben und normalerweise harmlosen 
Umweltantigenen zu unterscheiden. Ein solcher Diskriminierungsverlust liegt 




Allergische Erkrankungen stellen in den meisten industrialisierten 
Gesellschaften ein enormes Gesundheitsproblem dar. Allergische 
Erkrankungen wurden zwar bereits im Altertum (Ring, 1985) beschrieben, zum 
allgegenwärtigen Gesundheitsproblem wurde die stetig steigende Prävalenz 
allergischer Erkrankungen allerdings erst innerhalb der letzten Dekaden (Taylor 
et al., 1984; Varjonen et al., 1992).  
So zählen allergische Erkrankungen, wie allergisches Asthma bronchiale, 
allergische Rhinokonjunktivitis („Heuschnupfen“) und atopische Dermatitis 
aktuell zu den häufigsten chronischen Erkrankungen (Foliaki et al., 2008; Grize 
et al., 2006; Schernhammer et al., 2008; Talay et al., 2008; Zar et al., 2007). 
 
1.3 Immunologische Grundlagen der Allergie 
 
Eine zentrale Rolle innerhalb der Immunpathogenese allergischer 
Erkrankungen spielen T-Lymphozyten, die durch die Expression des CD4-
Moleküls auf der Zelloberfläche charakterisiert sind, die TH-Zellen. Anhand der 
von ihnen produzierten Zytokinmuster lassen sich drei verschiedene 
Subpopulationen, die sich wechselseitig negativ regulieren, unterscheiden 
(Romagnani, 2000).  
 
TH1-Zellen werden durch die Produktion von Interleukin-2 (IL-2), Interferon-γ 
(IFN-γ) und Tumor-Nekrose-Faktor- α (TNF-α) charakterisiert. 
Demgegenüber produzieren TH2-Zellen hauptsächlich IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-
13 und GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor) (Mosmann 
et al., 1986; Seder and Paul, 1994).  
Darüber hinaus existieren TH3-Zellen, die durch die Produktion von TGF-β 




Diese Zytokinmuster dienen nicht nur der Differenzierung zwischen TH1-, TH2-, 
und TH-3-Zellen, sondern determinieren auch ihre unterschiedlichen 
Effektorfunktionen. So sind sämtliche TH2-Zytokine an bestimmten Prozessen 
der allergischen Entzündung beteiligt.  
Die Entstehung von TH2-polarisierten Subpopulationen spielt bei den 
Pathomechanismen allergischer Erkrankungen somit eine entscheidende Rolle. 
 
Eine Schlüsselrolle bei der Entscheidung, ob sich ausgehend von einer 
gemeinsamen Vorläuferzelle (TH0-Zelle) TH1- oder TH2-polarisierte T-Zellen 
entwickeln, spielen Allergen- präsentierende Dendritische Zellen (DZ). 
TH0-Zellen sind in der Lage, sowohl TH1- als auch TH2-Zytokine zu 
produzieren (Firestein et al., 1989). 
In Anwesenheit hoher Allergendosen und der Zytokine IL-12, IL-18 und IFN-γ 
differenzieren sich TH0-Zellen zu TH1-Zellen (Hsieh et al., 1993).  
Dem gegenüber entstehen TH2-Zellen unter dem Einfluss des Zytokins IL-4 in 
der Gegenwart niedriger Allergendosen (Schmitt et al., 1990).  
 
Neben dieser initialen Entstehung von TH1- und TH2-Zellen, wirken die von 
ihnen produzierten Zytokine als autokrine Wachstumsfaktoren beziehungsweise 
reziproke Inhibitoren für den jeweils anderen Zelltyp.  
So vermittelt das von TH2-Zellen produzierte IL-4 die weitere klonale Expansion 
dieser Zellen und limitiert die Proliferation von TH1-Zellen. Umgekehrt verstärkt 
das von TH1-Zellen produzierte IFN-γ deren Wachstum und inhibiert die 
Entwicklung von TH2-Zellen (Abb.1.1) (de Waal Malefyt, 1997; Gajewski and 
Fitch, 1988; Gajewski et al., 1988; Gajewski et al., 1989; Romagnani, 1995). 
 
In den letzten beiden Dekaden sind insbesondere die immunologischen 
Zusammenhänge bei der allergischen Atemwegsentzündung bearbeitet 
worden. Ein wesentlicher Meilenstein zum besseren Verständnis war hierbei die 
Identifikation der zentralen Rolle von TH2-Zellen in der allergischen 
Entzündungsreaktion (Coyle and Tsuyuki, 1995).  
Es konnte gezeigt werden, dass TH2-Zellen im Tiermodell tatsächlich in der 




Hierfür wurden antigenspezifische TH2-Zellen beziehungsweise TH1-Zellen in 
vitro generiert, in Empfänger-Mäuse transferiert und im Respirationstrakt mit 
inhalativen Allergenen aktiviert.  
Dies führte beim TH2-Zelltransfer zu einer Atemwegseosinophilie, Mukus-
Hypersekretion und Atemwegshyperreagibilität, während TH1-Zellen zu einer 
inflammatorischen Immunantwort ohne diese Asthma-Charakteristika führten 




Abbildung 1.1: Mechanismen der allergischen Reaktion. Die Beschreibung der Abbildung 
erfolgt im Text. [modifiziert nach (Hawrylowicz and O'Garra, 2005)] 
 
In Individuen mit einer allergischen Prädisposition führt der initiale Kontakt mit 
einem Allergen zur Aktivierung allergen-spezifischer TH2-Zellen und der 
Synthese von IgE. Dieser Vorgang wird als allergische Sensibilisierung 
bezeichnet.  
Nachfolgende Allergen-Expositionen führen dann zur Rekrutierung und 
Aktivierung inflammatorischer Zellen und zur Ausschüttung von 
Entzündungsmediatoren. Die daraufhin ablaufenden pathophysiologischen 
Vorgänge werden in eine Frühphasereaktion (early allergic responses /EARs) 





In der EAR kommt es innerhalb von Minuten nach dem Allergenkontakt in Folge 
der Quervernetzung von allergen-spezifischem IgE auf der Zelloberfläche von 
Mastzellen und basophilen Granulozyten zur Degranulation dieser Zellen. Die 
dadurch bedingte Mediatorausschüttung (Histamin, Leukotriene, Zytokine) führt 
zur Entwicklung der typischen Symptome einer Frühphasereaktion, wie einer 
verstärkten vaskulären Permeabilität, verstärkter Mukusproduktion und einer 
erhöhten Bronchokonstruktion.  
 
Die von Mastzellen ausgeschütteten Chemokine sind für die Rekrutierung 
inflammatorischer Zellen, wie Eosinophile Granulozyten und TH2-Zellen 
verantwortlich, die wiederum die Reaktionen der LAR bedingen. Eosinophile 
Granulozyten schütten eine Vielzahl proinflammatorischer Mediatoren aus.  
Dazu zählen Zytokine (IL-3, IL-5, IL-13), Leukotriene und basische Proteine, wie 
das Eosinophile Kationische Protein (ECP), die Eosinophilen-Peroxidase 
(EPO), das Eosinophile Protein X (EPX) und das Major Basic Protein (MBP). 
 
Grundlage der beschriebenen pathophysiologischen Veränderungen ist die 
Produktion von charakteristischen Zytokinen, wie IL-4, IL-5 IL-13 und IL-9 durch 
antigenspezifische TH2-Zellen.  
Transgene Mäuse, die in den Atemwegsepithelien die TH2-Zytokine IL-4, IL-5, 
IL-13 bzw. IL-9 konstitutiv überexpremieren, zeigen typische allergische 
Entzündungsreaktionen, wobei die Funktionen der einzelnen Zytokine in der 
Pathogenese des allergischen Asthma bronchiale bisher nicht eindeutig geklärt 
ist (Fallon et al., 2001; Lukacs et al., 1997; Temann et al., 2002).  
So zeigen Versuche mit neutralisierenden Antikörpern, rekombinanten 
Proteinen oder „Gene Knockout“ zur Blockierung einzelner Mediatoren 
widersprüchliche Effekte hinsichtlich der Atemwegshyperreagibilität, 







Tabelle 1.1: Immun-Modulationsversuche in immunisierten Asthma-Maus-Modellen 
(Modifiziert nach (Lloyd et al., 2001a) 
 
Molekül Behandlung  Effekt Referenz 
IL-4 Neutralisierende Ak BHR (Corry et al., 1996) 
  Eosinophilie   
 
IL-5  Neutralisierende Ak Eosinophilie BHR (Hamelmann et al., 1999) 
 
IL-5 Gene-Knockout Eosinophilie und BHR (Foster et al., 1996) 
 
IL-13 Lösliche IL-13α 2- BHR, Mukus Produktion (Grunig et al., 1998) 
 IgFc-Fusionsprotein und Eosinophilie 
 
IL-13 Rekombinantes Protein BHR , Mukus Produktion, (Wills-Karp et al., 1998) 
  Eosinophilie und IgE 
 
IgE Gene-Knockout Eosinophilie und BHR (Lloyd et al., 2001b) 
 
IgE Nicht- 
 Anaphylaktogene Ak Eosinophilie, IL-4 und (Coyle et al., 1996) 
 IL-5 Produktion 
 
(BHR: Bronchiale Hyperreagibilität; Ak: Antikörper) 
 
 
1.4 Das Asthma Bronchiale 
 
Asthma bronchiale ist eine chronische Erkrankung, die charakterisiert ist durch 
eine reversible Atemwegsobstruktion, Atemwegsentzündung, persistierende 
Atemwegshyperreagibilität (AHR) und strukturelle Veränderungen an den 




Die Anzahl der an Asthma leidenden Menschen steigt weltweit immer weiter an. 
Vor allem in den industrialisierten beziehungsweise „Erste-Welt“ Ländern ist ein 
enormer Zuwachs zu verzeichnen, wobei etwa 5% aller Erwachsenen und 10% 
der Kinder an Asthma leiden (Anderson et al., 1983; Burney et al., 1990; Maziak 





Eine Vielzahl von internationalen epidemiologische Studien wie ISAAC 
(International Study of Asthma and Allergies in Childhood) und ECHRS 
(European Community Respiratory Health Survey) zeigen, dass sowohl die 
Prävalenz als auch die Inzidenz des Asthma bronchiale und allergischer 
Erkrankungen in den letzten 20 – 30 Jahren in industrialisierten Ländern bei 
Kindern und Erwachsenen beträchtlich gestiegen sind und Asthma damit zu 
einer gesundheitsökonomisch hochrelevanten „Volkskrankheit“ heran-
gewachsen ist (Smith, 1997), die etwa 1% aller Kosten des 
Gesundheitssystems verursacht (Rutten van-Molken and Feenstra, 2001). 
 
 
1.4.2 Ätiologie  
 
Die Ätiologie des Asthma bronchiale ist komplex, wobei sowohl genetische 
Faktoren als auch verschiedene Umwelteinflüsse, wie intra-uterine Einflüsse, 
Ernährung, bakterielle sowie virale Infektionen und Bestandteile der Umwelt 
eine Rolle spielen. 
 
Der genetische Hintergrund des Asthma bronchiale ist multifaktoriell und folgt 
somit nicht den Mendelschen Gesetzen. Erste Hinweise auf eine genetische 
Komponente bei der Entstehung von Asthma lieferten epidemiologische 
Studien, die zeigten, dass Kinder von Allergikern signifikant häufiger allergische 
Reaktionen entwickelten als Kinder mit negativer Familienanamnese (Cookson 
et al., 1992; Parks et al., 1990). 
 
Durch genetische Kopplungsanalysen ist es innerhalb der letzten Jahre 
gelungen, Kandidatengene zu identifizieren, die bei der Pathogenese von 
Allergien/Asthma von Bedeutung sind. Die Grundlage dieser Untersuchungen 
bilden genetische Polymorphismen, die sogenannten single nucleotid 
polymorphisms (SNPs). Diese entstehen durch die Substitution, Insertion oder 
Deletion einzelner Basepaare und sind für 90% der interindividuellen Variabilität 




Auf diese Weise konnten auf verschiedenen Genloci Kandidaten-Gene 
identifiziert werden, die potentiell mit einer Prädisposition für Asthma bronchiale 
einhergehen, beispielsweise 5q31-32 (Marsh et al., 1994; Postma et al., 1995), 
6p21 (Nicolae et al., 2005), 11q13 (Adra et al., 1999), 12q (Raby et al., 2003) 
und 20p13 (Van Eerdewegh et al., 2002). 
Innerhalb dieser Genregionen sind Gene lokalisiert, die bei der Regulation der 
Asthmapathogenese eine entscheidende Rolle spielen. Dazu zählen unter 
anderem Zytokine, die vorrangig von TH2-T-Zellen produziert werden (IL-3, IL-
4, IL-5, IL-9 und IL-13; Region 5q31-32) (Daniels et al., 1996; Heinzmann et al., 
2000; Marsh et al., 1994), Tumor necrosis factor-α (TNF-α) (Region 6p21) 
(Randolph et al., 2005), Interferon-γ (IFN-γ, Region 12q) (Hayden et al., 1997; 
Nakao et al., 2001) und das clara cell secretory protein CC16 (11q13) (Mao et 
al., 1998). 
 
Als erstes Gen, das sich als Marker für die Anfälligkeit einer Asthma-
Entwicklung eignet, wurde ADAM33, eine Disintegrin and Metalloprotease  
(Holgate et al., 2004; Van Eerdewegh et al., 2002) identifiziert. 
 
Neben genetischen Faktoren spielen Umweltfaktoren eine entscheidende 
Rolle bei der Ätiologie des Asthmas. Es ist lange bekannt, dass vor allem 
Kinder aus wohlhabenden, bildungsnahen Familien an Allergien 
beziehungsweise Asthma erkranken (Heinrich et al., 1998; Ring, 1997). Die 
Identifikation der zugrunde liegenden Faktoren ist hingegen bisher nur 
ansatzweise gelungen und Bestandteil weiterer epidemiologischer Studien.  
 
Die Beobachtung, dass eine allergische Sensibilisierung und in geringerem 
Ausmaß auch Asthma bei Kindern mit älteren Geschwistern beziehungsweise 
bei Kindern, die in Kindertagesstätten betreut werden, seltener ist, führte zur 
Entwicklung der sogenannten „Hygiene-Hypothese“ (Ball et al., 2000; 
Strachan, 2000). Grundlage dieser Hypothese ist die Überlegung, dass eine 
geringere Infektionsrate eher zu einer Polarisation in Richtung TH2-Zellen als in 
Richtung TH1 Phänotyp führt und dass dies die Grundlage für ein höheres 




Erklärungsversuche dieser Hypothese beinhalten die höhere Infektionsrate (Illi 
et al., 2001; Shirakawa et al., 1997), veränderte bakterielle Zusammensetzung 
der normalen Darmflora (Bjorksten et al., 2001) sowie die höhere Exposition mit 
bakteriellen Endotoxinen (von Mutius et al., 2000) in Populationen mit 
geringerem Allergierisiko. Diese Überlegungen würden auch die geringere 
Erkrankungsrate bei Kindern aus Familien mit landwirtschaftlichen Betrieben 
erklären (Riedler et al., 2001; Riedler et al., 2000).  
In die gleiche Richtung weisen Überlegungen, das eine verminderte Inzidenz an 
parasitären Infektionen mit einem erhöhten Allergierisiko korrelieren. Für die 
Abwehr dieser Infektionen spielen, wie bei der Allergie-Pathogenese, 
IgE-Antikörper eine maßgebliche Rolle. 
 
Darüber hinaus wurde eine Vielzahl weiterer Faktoren mit der Asthma-
Entstehung in Verbindung gebracht. Dazu zählen beispielsweise eine 
zunehmende Umweltverschmutzung, Rauchen sowie die Dauer des Stillens. 
 
 
1.4.3 Pathophysiologie des allergischen Asthma bronchiale 
 
Das Krankheitsbild des allergischen Asthma bronchiale ist komplex und zeigt 
bei Kindern sowie Erwachsenen ein breites Spektrum an klinischen Symptomen 
mit unterschiedlichen Ausprägungsgraden, die von leichten über mittelschwere 
Formen bis hin zu einer starken Minderung der Lebensqualität und letztlich zum 
Tod führen können, reichen. 
 
Das Leitsymptom des Asthma bronchiale bildet eine anfallsweise auftretende 
Atemnot in Folge der Bronchialobstruktion unter dem Bild des expiratorischen 
Stridors aus. Dies ist mit einem pathologisch verlängerten Expirium verknüpft. 
Die Atemwegsobstruktion ist zum Teil spontan oder durch entsprechende 
Behandlung reversibel. Weitere klinische Symptome sind hautsächlich ein 
„Enge-Gefühl“ in der Brust, expiratorische Stenose-Atmung, Giemen, Husten 





In Abhängigkeit von einer bestehenden allergischen Diathese wird zwischen 
allergischem (extrinsischem) und nicht-allergischen (intrinsischem) Asthma 
unterschieden. Im Gegensatz zum allergischen Asthma, bei dem die Produktion 
von IgE-Antikörpern gegen häufige Umwelt-Aero-Allergene, wie Pollen, 
Hausstaubmilbenkot, Schimmelpilzsporen und Tierhaare, die Grundlage für die 
Asthma-Entwicklung bildet, sind beim intrinsischen Asthma keine IgE-Antikörper 
nachweisbar (30-50% der Erwachsenen).  
Beim allergischen Asthma verursacht die chronische Entzündung der 
Atemwege eine Atemwegshyperreagibilität gegenüber einer Vielzahl 
verschiedener Stimuli, beispielsweise Kälte, Nässe, Zigarettenrauch oder 
körperliche Anstrengung. 
 
1.4.4 Airway remodelling 
 
Das Asthma bronchiale kann bei chronischem und/oder schwerem Verlauf zu 
einer permanenten strukturellen Veränderung der Atemwegswand, dem Airway 
remodelling, führen. Das Airway remodelling ist entlang des gesamten 
Bronchialsystems und in allen Komponenten der Atemwegswand nachzuweisen 
(Jeffery, 2001). 
Die Bedeutsamkeit des Atemwegsumbaus wurde bereits vor über 85 Jahren 
durch Huber and Koessler in ihrer Beschreibung des fatalen Asthma bronchiale 
(HUBER and KOESSLER, 1922) dargelegt.  
Die hierbei beteiligten Entzündungs- und Umbauprozesse werden durch hoch 
komplexe Interaktionen zwischen vielen verschiedenen Zelltypen 
hervorgerufen. Neben den infiltrierenden Entzündungszellen (Jarman and 
Lamb, 2004) wie den Eosinophilen Granulozyten, den aktivierten TH-Zellen, 
Mastzellen und Makrophagen spielen auch Lungengewebszellen 
(Lungenepithelzellen, Fibroblasten und glatten Muskelzellen) als Effektoren 
durch Freisetzung von verschiedenen Mediatoren, Zytokinen und Chemokinen 
eine wichtige Rolle (Panettieri, 2002).  
Dadurch kommt es zunächst zu einer akuten Immunreaktion, welche durch 
vermehrte Schleimproduktion, Verlust des Flimmerepithels sowie 




Die ständige Zerstörung des Atemwegsgewebes sowie dadurch induzierte 
Reparaturprozesse, die Persistenz des entzündlichen Infiltrats führen 
schließlich in der Atemwegswand zu strukturellen Veränderungen.  
Dies sind eine zunehmende Verdickung der Basalmembran, fortschreitende 
Kollageneinlagerung, Hypertrophie und Hyperplasie der glatten Muskulatur und 
Veränderungen der Mikrozirkulation im Bronchialsystem (Aikawa et al., 1992; 
Homer and Elias, 2000; Wilson and Bamford, 2001).  
Eine wichtige Rolle spielt hier die Sekretion von TGF-β durch Eosinophile 
Granulozyten, da TGF-β ein Schlüsselregulator bei der Produktion 
verschiedener Proteine der extrazellulären Matrix, wie von Kollagenen oder 
Proteoglukanen ist (Annes et al., 2003). 
Letztendlich bewirkt die Verdickung der Atemwegswände eine persistierende 
Verengung der Atemwege, was eine andauernde Verminderung des 
Respirationsflusses bei gleicher Kraftanstrengung bewirkt und somit die 
Lungenfunktion entscheidend beeinträchtigt. Zusätzlich erhöht die gesteigerte 
Mukusproduktion durch die Verringerung der Oberflächenspannung der Lunge 
das Risiko eines Lungenkollapses. 
 
 
1.4.5 Therapie  
 
Das allergische Asthma ist, wie bereits erwähnt, definitionsgemäß eine 
chronisch entzündliche Erkrankung der Atemwege, die durch eine bronchiale 
Hyperreagibilität und Atemwegsobstruktion charakterisiert ist.  
Bei betroffenen Patienten ist durch die anfallsweise auftretender 
Hustenattacken mit Dyspnoe die Lebensqualität deutlich reduziert. Die bisher 
verfügbare medikamentöse Asthmatherapie im klinischen Alltag zielt auf die 
Bekämpfung und Linderung dieser Symptome ab.  
Die Behandlungsstrategien basieren dabei im Wesentlichen auf der Anwendung 
von Bronchodilatoren, in Form von Kurz- und Langzeitwirksamen 






Durch die Inhalation der kurzwirksamen β2-Sympathomimetika ist es möglich, 
während eines akuten Asthma-Anfalls die Atemnot durch Dilatation der glatten 
Muskulatur der Bronchien aufzuheben beziehungsweise zu reduzieren (Nelson, 
1995). Eine optimale Therapieoption stellt diese Substanzklasse dennoch nicht 
dar, da sie ausschließlich die akute Symptomatik der Bronchokonstriktion 
positiv beeinflusst, aber keinerlei Einfluss auf die zugrunde liegenden 
pathophysiologischen Mechanismen hat.  
Die Anwendung inhalativer Corticosteroide (ICS), wie Beclometason oder 
Budesonid unterdrückt effektiv zahlreiche inflammatorische Prozesse des 
Asthmas (Barnes, 1998), unter anderem die durch Reduktion der 
Zytokintranskription (Mori et al., 1997) und Inhibition des Überlebens von 
Eosinophilen Granulozyten (Wallen et al., 1991). Durch die Behandlung mit 
Corticosteroiden wird zudem die Becherzellhyperplasie sowie die unspezifische 
bronchiale Hyperreagibilität reduziert, so dass letztendlich die klinischen 
Symptome deutlich abgemildert werden. Somit stellen Corticosteroide 
momentan die First-line Therapie eines Asthma bronchiale dar.  
 
Allerdings weisen Corticosteroide eine Reihe von Nebenwirkungen auf, die bei 
lokaler Therapie vor allem eine oropharyngeale Candidose und Heiserkeit 
sowie vorrangig bei systemischer Anwendung schwerwiegende Langzeit-
Nebenwirkungen wie Wachstumsverzögerung, Osteoporose und 
Hautveränderungen und Kataraktbildung beinhalten können (Irwin and 
Richardson, 2006). Außerdem bewirken Corticosteroide keine „Heilung“ des 
Asthmas, da sie nicht in die zugrunde liegenden Mechanismen eingreifen, so 
dass circa 2 Wochen nach Absetzen dieser Medikamente die Symptome 
remittieren (Lazarus et al., 2001; Sovijarvi et al., 2003). 
Aus diesem Grund sind neue innovative Ansätze dringend nötig, die möglichst 
selektiv und nebenwirkungsarm auf die immunologischen Ursachen dieser 
Erkrankung einwirken.  
 
Momentan verfügbare Alternativ-Behandlungen stellen Leukotrien-Synthese-
Inhibitoren und Rezeptorantagonisten (Dahlen, 2006) sowie Anti-IgE-Antikörper 
zur Verminderung der Entzündung und der Frequenz der Asthma 
Exazerbationen dar.  
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Diese werden zurzeit als Corticosteroid-sparende Therapiealternativen 
eingesetzt und bewirken wie diese ausschließlich eine Reduktion der 
Symptome und beeinflussen nicht die zugrunde liegenden Mechanismen. 
 
Die zentrale Bedeutung der TH2-Zellen bei der Pathogenese des allergischen 
Asthmas weist diese als potentielles Target bei der Entwicklung neuer 
Behandlungsansätze aus. Während Strategien, die auf einer allgemeinen 
Suppression der T-Zell-Funktion basieren, erhebliche Risiken bergen, sind 
diese Nebenwirkungen bei der spezifischen Inhibition der TH2-Zellen nicht zu 
erwarten, da diese Zellen zwar eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr, vor 
allem bei der Abwehr von Darm-Parasiten, spielen, solche Infektionen in 
industrialisierten Ländern jedoch relativ selten auftreten. 
 
So modulieren neuere Therapieansätze direkt TH2-vermittelte Immunfunktionen 
und die assoziierten Zytokin-Signalwege. Dazu zählen Strategien, deren 
Zielstrukturen direkt mit Th2-Zellen assoziiert sind, wie zum Beispiel: 
Costimulatorische Moleküle, Homing-Moleküle, Tyrosin-Kinasen oder 
Transkriptionsfaktoren (Edwards et al., 2009; Lewis, 2002; Suzaki et al., 2008; 
Wegmann, 2009; Wong, 2005). Demgegenüber stehen Konzepte, die 
sezernierte TH2-Zytokine oder Chemokine inhibieren, beziehungsweise 
intermediäre Signalwege modulieren (Lewis, 2002; Wegmann, 2009). Eine 
herausragende Stellung nehmen hierbei neuartige Strategien ein, die in 
Signalwege der so genannten Toll-Like Rezeptoren (TLR) eingreifen. 
 
1.5  Toll-Like Rezeptoren 
 
TLRs spielen eine zentrale Rolle innerhalb der angeborenen Immunität, in dem 
sie hochkonservierte pathogen-assoziierte Strukturen (pathogen-associated 
molecular pattern, PAMPS) erkennen und Signale generieren, die zur 
Expression von Effektormolekülen, wie Zytokinen, Chemokinen und 
kostimulatorischen Molekülen führen. Diese wiederum aktivieren eine Antigen-
spezifische adaptive Immunantwort.  
Darüber hinaus können TLR-Signalwege modulierend in die ablaufende 




Bisher wurden in der Maus 11 funktionale Toll-like-Rezeptoren identifiziert 




Abbildung 1.2: Lokalisation von TLRs in der Zelle. TLR1, 2, 4, 5 und 6 sind auf der 
Plasmamembran und TLR3, 7, 8 und 9 sind auf Membran der Endosomen lokalisiert. 
(modifiziert nach (Krishnan et al., 2007)) 
 
 
Bei den TLRs handelt es sich um integrale Membran-Glykoproteine, die auf 
Grundlage ihrer Homologie in der zytoplasmatischen Domäne zu Superfamilie 
der Toll/Interleukin-1-Rezeptoren (TIR) gehören.  
Die TIR Domäne ist ungefähr 160 Aminosäuren lang und enthält drei Regionen, 
die sogenannten Boxen 1-3, mit besonderer Bedeutung innerhalb der 






Im Gegensatz dazu unterscheiden sich die extrazellulären Domänen von TLRs 
und IL-1Rs erheblich. Die extrazelluläre Domäne der TLRs enthält Leucin-
reiche Wiederholungen (leucin-rich repeats, LLR-Motive) (Kobe and 
Deisenhofer, 1995), während die extrazelluläre Region der IL-1Rs drei 
Immunglobulin-Domänen enthält. 
 
Die Aktivierung der TLRs führt zur Initiation von Signalkaskaden, die in der 
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie NF-κB, IRF3/7/5 oder AP-1 
münden. Die Aktivierung dieser Transkriptionsfaktoren bildet die Grundlage der 
Expression von inflammatorischen Zytokinen, Chemokinen sowie 
costimulatorischer Moleküle, die in ruhenden Zellen nicht detektierbar sind.  
 
Ausgangspunkt der Signaltransduktion über TLRs ist die Toll-Interleukin1-
Rezeptor-ähnliche Domäne (TIR) des Rezeptors. Diese wiederum interagiert 
mit TIR-Domänen verschiedener Adaptermoleküle und führt damit zu deren 
Aktivierung. Prinzipiell können die TLR-vermittelten Signalwege in MYD88 
(„myeloid differentiation protein 88“)-abhängige und –unabhängige Signalwege 
(Takeda and Akira, 2004) unterteilt werden, wobei das Adapterprotein MyD88 
als universelles Adaptor-Protein für alle TLRs mit Ausnahme von TLR3 fungiert 
(Fitzgerald et al., 2001).  
Die Hauptwege der nachfolgenden Signaltransduktion verlaufen über die 
Aktivierung der IκB Kinase (IKK), MAP-Kinasen sowie Phophatidylinositol-3-
Kinase (PI3K)/Akt (Kawai and Akira, 2007). Diese regulieren die Balance 
zwischen zellulärem Überleben und Entzündung.  
 
Die Expression von TLRs wurde für zahlreiche Immunzellen (Muzio et al., 
2000b) aber auch einer Vielzahl weiterer Zellen, wie Endothelzellen, 
Adipozyten, Myocyten und Epithelzellen nachgewiesen, wobei sie innerhalb der 
Zelle sowohl in der Zellmembran (TLR1, 2 ,4, 5 und 6) als auch in der Membran 
von Endosomen (TLR3, 7, 8 und 9) lokalisiert sein können. Wie von Barton et 
al. gezeigt wurde (Barton et al., 2006), ist diese subzelluläre Lokalisation von 
entscheidender Bedeutung bei der Unterscheidung zwischen viralen 




Die Klassifikation der einzelnen TLR-Rezeptoren erfolgt über ihre Lokalisation, 
die rekrutierten Adapter-Proteine und die Liganden, die die TLRs aktivieren 
(Abb.1.2). Nachdem 1997 für TLR4 eine Aktivierung durch Lipopolysaccharid 
(LPS), einem Bestandteil gram-negativer Bakterien nachgewiesen wurde 
(Medzhitov et al., 1997), ist für eine große Bandbreite mikrobieller Bestandteile 
(PAMPs) eine Erkennung durch TLRs nachgewiesen worden, wobei einzelne 
TLRs durchaus verschiedene, strukturell nicht homologe, PAMPs erkennen 
können.  
Obwohl der genaue Mechanismus der Liganden-Erkennung bisher nicht 
bekannt ist, scheint eine direkte Bindung der Liganden an den Rezeptor zu 
erfolgen, so dass diese als sogenannte pattern recognition  receptors (PRRs) 
fungieren. 
 
Beispielsweise wurde für den TLR4-Rezeptor neben LPS eine Aktivierung 
durch Lipoteichonsäure gram-positiver Bakterien oder durch das Fusions (F)-
Protein des respiratorischen Syncitial Virus (RSV) nachgewiesen. Auch für 
TLR2 wurde eine große Bandbreite an Liganden identifiziert, beispielsweise das 
Peptidoglykan gram-positiver Bakterien, bakterielle Lipoproteine, 
Zellwandbestandteile von Mykobakterien, atypische Lipopolysaccharide von 
Leptospira interrogans und Porphyromonas gingivitis oder Zymosan (Hefe). 
Diese außerordentliche Bandbreite kann teilweise durch die Kooperation von 
TLR2 und mindestens zwei weiteren TLRs: TLR1 und TLR6 erklärt werden. 
TLR3 erkennt doppelsträngige Ribonukleinsäure (dsRNA), die bei den meisten 
Viren an verschiedenen Punkten ihrer Replikation entsteht.  
Neben einzelsträngiger RNA (ssRNA) als natürlichem Liganden (Diebold et al., 
2004a), wurde eine Aktivierung von TLR7 auch für eine Gruppe kleiner 
synthetischer Komponenten der Imidazoquinolin-Familie, wie Imiquimod und R-
848 (Jurk et al., 2002a) nachgewiesen. 
 
Das bemerkenswerteste Beispiel für die Erkennung mikrobieller Strukturen ist 
die Aktivierung von TLR9 durch charakteristische unmethylierte 
Desoxyribonukleinsäure (DNA) -Abschnitte, die Cytosin-Guanosin-Dinukleotid-




Da bakterielle sowie virale DNA keine Methylierung an Cytosin-Resten aufweist, 
während die meisten CpG-Motive im Säuger-Genom methyliert sind, ermöglicht 
die Aktivierung von TLR9 durch unmethylierte CpG-Motive eine Erkennung und 
Reaktion auf bakterielle beziehungsweise virale Infektionen.  
Des Weiteren ist eine Aktivierung von TLR9 auch durch synthetisch hergestellte 
Oligonukleotide, die nicht methylierte CpG-Dinukleotide enthalten (synthetic 




TLR3 erkennt doppelsträngige RNA (dsRNA), die als Intermediär-Produkt bei 
der Replikation von einzelsträngigen RNA (ssRNA)-Viren sowie DNA-Viren 
vorkommt (Matsumoto et al., 2004) und wurde im Menschen zunächst in mDCs 
(myeloid dendritic cells) und NK-Zellen (Natürliche Killer Zellen) identifiziert 
(Muzio et al., 2000a). Neuere Untersuchungen belegen allerdings eine 
breitgefächertere Expression von TLR3 beispielsweise in Makrophagen (Jiang 
et al., 2005), bronchialen Muskelzellen (Niimi et al., 2007) oder pulmonalen 
Epithelzellen (Ritter et al., 2005a). Interessanterweise wird TLR3 in pulmonalen 
Epithelzellen auf der Zelloberfläche expremiert und nicht endosomal wie in allen 
anderen Zelltypen (Hewson et al., 2005). 
Da dsRNA ein universelles virales PAMP darstellt, nimmt TLR3 eine 
Schlüsselstellung in der antiviralen Immunantwort ein. Dennoch gibt es Viren, 
bei denen TLR3 keine Rolle in der Immunantwort spielt, wie das murine 
Cytomegalivirus (MCMV), das vesikuläre Stomatitis Virus (VSV) oder Reoviren 
(Edelmann et al., 2004). 
Im Kontrast dazu nutzt das West Nil Virus (WNV) [ein ssRNA Flavivirus, das 
eine letale Enzephalitis auslösen kann], die von TLR3 vermittelte Produktion 
des proinflammatorischen Zytokins TNF-α für eine erleichterte Passage der 
Blut-Hirn-Schranke, da erhöhte TNF-α- Spiegel die Funktion der Blut-Hirn-
Schranke herabsetzen (Wang et al., 2004). 
Die Aktivierung von TLR3 durch dsRNA resultiert in der Expression von 
Typ1-Interferonen (IFN-α, IFN-β), die sowohl antiviral als auch 




Auch synthetische dsRNA-Analoga wie Polyinosin-Polycytidyl-Säure (Poly (I:C)) 
entfalten ihre immunstimulatorische Wirkung durch Bindung an TLR3-
Rezeptoren (Takeuchi et al., 2004). 
TLR3 hebt sich in seiner Struktur von den anderen TLRs ab. So ist ein Prolin-
Rest, der in allen anderen TLRs konserviert ist, in TLR3 nicht vorhanden. Dies 
hat auch einen Einfluss auf die Signaltransduktion, die bei TLR3, entgegen den 





TLR7 wurde initial als Rezeptor für Imidazoquinoline, eine Gruppe 
synthetischer, antiviraler Wirkstoff, wie Resiquimod (R-848) oder Imiquimod, 
beschrieben (Hemmi et al., 2002; Jurk et al., 2002b). 
Später zeigte sich, dass auch einzelsträngige (ss) Guanosin-und /oder Uridin-
reiche RNA-Abschnitte von ssRNA-Viren wie Influenza oder HIV von TLR7 
erkannt werden (Diebold et al., 2004b; Heil et al., 2004; Lund et al., 2004). 
Die Tatsache, dass ssRNA auch physiologisch in menschlichen Zellen 
vorkommt, normalerweise aber nicht von TLR7 erkannt wird, kann durch die 
Lokalisation von Nukleinsäure-erkennenden TLRs (TLR3, TLR7/8, TLR9) erklärt 
werden. Diese sind endosomal lokalisiert, also in einem Kompartiment, in das 
„körpereigene“ ssRNA nicht gelangt.  
TLR8 zeigt sowohl strukturell -die Gene beider Rezeptoren liegen auf dem X-
Chromosom (Du et al., 2000) und sind homolog (Chuang and Ulevitch, 2000)-
als auch funktionell eine hohe Übereinstimmung zu TLR7. Dementsprechend 
erkennt auch der humane TLR8 Imidazoquinoline und ssRNA. Im Gegensatz 
dazu kann der murine TLR8 durch diese Liganden nicht aktiviert werden und ist 
somit in der Maus vermutlich inaktiv (Forsbach et al., 2008).  
TLR7 wird im Menschen hauptsächlich in B-Zellen (Shen et al., 2008) und 
pDCs (plasmacytoid dendritic cell) (Edwards et al., 2003), aber auch 
neutrophilen Granulozyten (Hattermann et al., 2007b) Eosinophilen 





1.5.3 Rolle der Toll-like Rezeptoren in der Pathogenese allergischer 
Erkrankungen 
 
Ganz allgemein resultiert die TLR-vermittelte Aktivierung von Immunzellen in 
der Produktion von Interferon-α, proinflammatorischer Zytokine wie TNF-α, IL-1 
und IL-6 aber auch regulatorischer Zytokine wie IL-12 und IL-18, die wiederum 
eine TH1-Differenzierung fördern. Diese deutliche TH1-induzierende Aktivität 
von TLRs hat diese in den Fokus zur Behandlung TH2-vermittelter allergischer 
Erkrankungen gerückt.  
 
 
Basierend auf dem Konzept der „Hygiene-Hypothese“ (siehe oben) führt die 
allgemeine Reduktion der mikrobiellen Exposition und damit geringere 
Aktivierung der TLRs zu einer abgeschwächten TH1-Antwort bei gleichzeitiger 
unbeschränkter TH2-Antwort, was die Entstehung von Allergien fördert. 
Epidemiologische Studien haben TLR4 als eine Komponente der Allergie-
Entstehung identifiziert. So wurde eine inverse Korrelation zwischen der LPS-
Exposition, also dem TLR4-Liganden, und der Atopie-Rate in Bauernfamilien 
nachgewiesen (Braun-Fahrlander et al., 2002). Darüber hinaus wurde gezeigt, 
dass Polymorphismen von CD14, einem Korezeptor für LPS, den Schweregrad 
der Allergie beeinflussen (Koppelman et al., 2001). 
Auch für TLR2 wurde eine solche Modulation der Allergie-Entwicklung 
nachgewiesen. So weisen Kinder von Bauern, die ein erniedrigtes Allergie-
Risiko haben, erhöhte TLR2 mRNA Spiegel auf (Lauener et al., 2002). 
Weiterhin wurden Polymorphismen im TLR2-Gen als wichtiger Faktor bei der 
Anfälligkeit für allergische Erkrankungen (Eder et al., 2004) und dem 
Schweregrad der Erkrankung (Ahmad-Nejad et al., 2004) identifiziert. 
 
Obwohl der Einfluss anderer TLRs in dieser Hinsicht kaum untersucht wurde, 
gibt es zahlreiche Strategien, bei denen TLRs den Angriffspunkt in der 




Da eine TLR9-Aktivierung durch synthetische Oligodeoxynukleotide mit CpG-
Motiven (CpGs) eine ausgeprägte TH1-gerichtete Zytokin-Produktion induziert, 
die den allergischen Phänotyp unterdrückt, waren CpGs die erste 
Substanzgruppe, deren therapeutischer Einsatz in Tiermodellen für Allergien 
getestet wurde. Hier konnte gezeigt werden, dass die therapeutische 
Anwendung von CpGs in Maus-Modellen für allergische Erkrankungen, in einer 
deutlichen Besserung der Hypersensitivitätssymptome bei allergischem 
Asthma, allergischer Konjunktivitis und allergischer Rhinitis führen (Horner et 
al., 2001; Nguyen et al., 2001).  
Dabei konnte sowohl die Etablierung einer allergischen Reaktion (im Rahmen 
einer Ko-Administration während der OVA-Sensibilisierung) verhindert (Agrawal 
et al., 2004) als auch eine bestehende Symptomatik deutlich gebessert (Zhu et 
al., 2004) werden.  
Klinische Studien, die einen therapeutischen Einsatz am Menschen 
untersuchen, wurden bereits initiiert (Horner, 2006). Darüber hinaus existieren 
erfolgversprechende präklinische und klinische Studien, die den Einsatz von 
CpGs als Adjuvantien in Kombination mit Protein-, Peptid- oder DNA-Vaccinen 
untersuchen (Heeg et al., 2008; Johansson and Hellman, 2007). 
 
Neben den zahlreichen Untersuchungen hinsichtlich einer Anwendung von 
TLR9-Agonisten ist auch der Einsatz von TLR7- und TLR8-Liganden, wie 
Resiquimod (R-848), durch ihre starke Induktion von Th1-Zytokinen in den 
Fokus der Allergie-Behandlung gerückt (Vasilakos et al., 2000b). 
Initiale Untersuchungen zeigten, dass die Applikation von R-848 im Maus-
Modell eine Allergen-induzierte Atemwegsentzündung und Hyperreaktivität 
durch Modulation der TH2-Immunantwort inhibiert (Quarcoo et al., 2004). Ein 
derartiger Shift von TH2-polarsierten T-Zellen in Richtung TH1 wurde auch 
durch in vitro Versuche mit humanen T-Helfer-Zellen nachgewiesen (Brugnolo 
et al., 2003).  
 
Somit stellen insbesondere TLR-Liganden für Nukleinsäuren (TLR3, TLR7, 





1.6. Zielsetzung der Arbeit 
 
Innerhalb dieser Arbeit soll der Einfluss des TLR3-Liganden Poly (I:C) sowie 
des TLR7-Liganden R-848 auf die Pathophysiologie des chronischen 
allergischen Asthma brochiale am Maus-Modell untersucht werden. 
 
Dabei sollte zunächst die optimale Applikationsroute für Poly (I:C) im Maus-
Modell für akutes Asthma bronchiale ermittelt werden. 
Dafür erfolgten Vergleichsuntersuchungen im akuten Maus-Modell für Asthma 
bronchiale. Entsprechend einem standardisierten Protokoll wurden die Tiere 
nach erfolgter Sensibilisierung und Exposition gegen Ovalbumin (OVA) mit 
Poly (I:C) behandelt. Dabei wurde die intranasale, also lokale, Applikation, einer 
systemischen Applikation durch intraperitoneale Injektion von Poly (I:C) 
gegenübergestellt. 
Anschließend wurden Parameter bestimmt, die ein akutes allergisches Asthma 
charakterisieren und der Einfluss von Poly (I:C) auf diese Parameter ermittelt. 
 
Im Einzelnen sollten folgenden Aspekte des akuten allergischen Asthma 
untersucht werden: 
 
 Konzentration von OVA-spezifischen Immunglobulinen im Serum 
 Konzentration von IL-4, IL-5 und IFN-γ in der Broncho-alveolären Lavage 
(BAL) 
 Entzündliche Infiltration der Lunge 
 Becherzellhyperplasie der Lunge 
 Lungenfunktion 
 
Diese Untersuchungen zeigten, dass die systemische Applikation mittels 
intraperitonealer Injektion von Poly (I:C) sowohl einen positiven Einfluss auf 
einzelne Parameter der akuten allergischen Entzündung in der Lunge 
(Abnahme des OVA-spezifischen IgE im Serum, Abnahme der IL-5- 
Konzentration in der BAL, Verminderung der eosinophilen Granulozyten in der 
BAL, Verhinderung der Becherzellhyperplasie) hat, als auch die Lungenfunktion 






Dies führte zu der Entscheidung in den weiterführenden Untersuchungen 
Poly (I:C) und R-848 systemisch zu applizieren. 
Anhand eines Maus-Modells für chronisches allergisches Asthma bronchiale 
sollte im zweiten Teil dieser Arbeit der Einfluss dieser TLR-Liganden auf die 
Ausprägung folgender Charakteristika untersucht werden: 
 
 Konzentration von OVA-spezifischen Immunglobulinen im Serum 
 Konzentration von IL-5 und IL-12 und TGF-β in der BAL 
 Entzündliche Infiltration der Lunge 
 Becherzellhyperplasie der Lunge 
 Lungenfunktion 
 Airway remodelling  
 
Insgesamt sollte in diesen Untersuchungen ermittelt werden, ob Poly (I:C) 
beziehungsweise R-848 einen positiven Einfluss auf die Ausprägung diese 
Parameter haben und sie sich somit als potentielle Therapeutika für die 
Asthma-Behandlung im Menschen eignen. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Versuchstiere und Versuchstierhaltung 
 
Zur Durchführung der Tierexperimente wurden 6 bis 8 Wochen alte weibliche 
BALB/c Mäuse von Harlan Winkelmann (Borchen, Deutschland) bezogen. Die 
Tiere hatten ein Gewicht von 18 bis 22 Gramm. Unter Standardbedingungen 
wurden jeweils vier Tiere pro Käfig bei keimarmen Bedingungen in gleichmäßig 
belüfteten Käfigsystemen bei konstanter Raumtemperatur von 20°C gehalten. 
Die Tiere bekamen Ovalbumin-freies Wasser und Futter ad libitum. Im Tierraum 
wurde ein künstlicher Lichtrhythmus von je 12 Stunden Hell/Dunkel erzeugt. 
 
2.2 Induktion einer allergischen Atemwegsentzündung  
 
Grundlage der hier durchgeführten in vivo Studien ist ein Tiermodell für 
experimentelles Asthma bronchiale in der BALB/c-Maus. Dieses 
Standardmodell, wurde in unserer Arbeitsgruppe etabliert (Herz et al., 1998; 
Herz et al., 1996a; Herz et al., 1996b) und basiert auf der Sensibilisierung der 
Mäuse gegen Ovalbumin mit anschließender Induktion einer akuten 
allergischen Entzündungsreaktion der Lunge. 
 
2.2.1 Sensibilisierung gegen das Protein Ovalbumin (OVA) 
 
Prinzip: 
Um die immunmodulatorische Wirkung von Poly (I:C), einem synthetischen 
Liganden des Toll-Like Rezeptors 3 (TLR3), auf das akute Asthma in BALB/c 
Mäusen zu untersuchen, wurde mit dem oben beschriebenen murinen Maus-
Modell für Allergie und akutes Asthma gearbeitet. 
 
Um eine lokale Entzündung in der Lunge zu etablieren, ist die Sensibilisierung 
gegen ein artfremdes Protein Grundvoraussetzung. Die Sensibilisierung der 
Tiere gegen das Protein Ovalbumin (OVA) wurde durch die intraperitoneale 
systemische Applikation von OVA-absorbiert an ein Adjuvans- erreicht. Dies 
führte in den Mäusen zur Ausbildung einer TH2-vermittelten Immunantwort mit 
Entwicklung eines charakteristischen Phänotyps, der mit dem des humanen 
allergischen Asthma vergleichbar ist.  
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Für den Nachweis einer Sensibilisierungsreaktion wurden im Serum OVA-
sensibilisierter Tiere OVA-spezifische Immunglobuline mittels Elisa-Technik 
bestimmt (siehe 2.8.1). 
 
Material: 
1. BALB/c Mäuse, w, 6-8 Wochen alt, 18-22g  Harlan Winkelmann, Borchen, D 
2. Sensibilisierungslösung bestehen aus: 
 Ovalbumin     OVA Grade VI, Sigma, Steinheim, D 
 Aluminiumhydroxyd (Al(OH)3)   Inject Alum, Pierce, USA 
 Gelöst in PBS     PAA Laboratories, Linz, Österreich 
3. 1ml Spritzen (BD Plastipak)    Beckton Dickinson, Heidelberg, D 
4. Kanülen (Microlance3 24G 0,55x25)  Beckton Dickinson, Heidelberg, D 
 
Durchführung: 
Die Tiere wurden systemisch durch drei intraperitoneale (i.p.) Injektionen des 
artfremden Proteins Ovalbumin (OVA) sensibilisiert. Dafür wurden 10 µg OVA in 
100µl PBS (phophate buffered saline) gelöst und mit 100 µl Aluminiumhydroxyd 
(Inject Alum, Pierce, San Diego, USA) als Adjuvans versetzt. Diese Lösung 
wurde steril mit 1ml Spritzen und dünnen Subkutankanülen an den Tagen 1, 14, 
21 des Versuchprotokolls appliziert. Dabei wurde den zu sensibilisierenden 
Tieren pro Tier jeweils 200µl der Sensibilisierungslösung injiziert. Die Tiere der 
PBS-Negativ-Kontrollgruppe wurden ausschließlich mit PBS behandelt. 
 
2.2.2 Induktion einer lokalen allergischen Entzündungsreaktion in der
 Lunge durch Inhalation von OVA-Aerosol 
 
Prinzip: 
Zur Etablierung einer lokalen allergenspezifischen Entzündungsreaktion und 
Generierung bronchialer Hyperreagibilität in den Atemwegen wurden die Tiere 
einem OVA-Aerosol exponiert. Dadurch kommt es zu einem Antigenkontakt in 
der Lunge, der eine lokale Entzündungsreaktion in den Atemwegen der Tiere 
initiiert.  
Das Aerosol wurde hierbei von einem Generator (PARI® Master, Pari, 
Starnberg, D) und dem dazugehörigen Nebulisator (PARI® Boy, Pari, 
Starnberg, D) gebildet, so dass lungengängige Tröpfchen der Größe 1-2µm 
entstanden. Die Nebulisation fand unter der Sterilbank statt. 
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Material: 
1. OVA-Lösung (1% OVA Grad V in PBS)   Sigma, Steinheim, D 
2. PBS-Puffer (Dublecco`s Phosphate Buffered Saline)  PAA Laboratories, Linz, AU 
3. Kompressor (PARI® Master)    Pari, Starnberg, D 
4. Nebulisator (PARI® Boy)     Pari, Starnberg, D 




Maximal 12 Tiere einer Gruppe wurden in speziellen luftdichten Acrylglas-
Expositionskammern an den jeweiligen Protokollzeitpunkten (siehe unten) für 
20 Minuten dem OVA-Aerosol (1% OVA gelöst in PBS) ausgesetzt. 





Im Weiteren sind die zeitlichen Abläufe der durchgeführten Tierexperimente 
ausführlich dargestellt. Wobei bei allen in vivo Studien das Standardmodell für 
das experimentelle Asthma in der BALB/c-Maus als Grundlage diente. Für die 
verschiedenen Fragestellungen in dieser Arbeit wurden dabei zwei Varianten 
angewandt.  
Zum einem wurde anhand des Maus-Modells für akutes allergisches Asthma 
beispielhaft für Poly (I:C) untersucht, welchen Einfluss die lokale im Vergleich 
zur systemische Applikation, auf den bereits etablierten Asthma-Phänotypen 
hat. Im zweiten Teil dieser Arbeit, wurde dann der Einfluss der TLR3 [Poly (I:C)] 
und TLR7 [R-848] -Liganden im Modell für chronisches Asthma bronchiale 
untersucht. 
 
2.3.1 Induktion einer akuten allergischen Entzündungsreaktion in der 
Lunge und Immunmodulation durch intranasale (lokale) und 
intraperitoneale (systemische)  Applikation von Poly (I:C) 
 
Zur Untersuchung der Fragestellung, welchen Einfluss der TLR3-Ligand 
Poly (I:C) auf die akute allergische Enzündungsreaktion beim Asthma 
bronchiale ausübt, wurden die Versuchstiere zunächst, wie oben beschrieben, 
gegen OVA sensibilisiert und die Enzündungsreaktion der Lunge durch OVA-
Aerosol induziert.  
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Im Weiteren sollte untersucht werden, inwiefern die Applikationsform des TLR-
Liganden einen Einfluss auf die erzielten Effekte ausübt. Dafür wurde Poly (I:C) 
zum einen intranasal, also lokal, zum anderen systemisch durch 
intraperitoneale Injektionen appliziert (Tab. 2.1). 
 
Tabelle 2.1: Übersicht der einzelnen Gruppen und der jeweiligen Verfahrensweise. 
Gruppen BALB/c 
Anzahl 
i.p. Sensibilisierung Aerosol (1% 




















Poly (I:C) i.p. 
 








Die Sensibilisierung gegen Ovalbumin wurde bei der OVA-Positiv-
Kontrollgruppe und den beiden Poly (I:C) Behandlungsgruppen durch drei 
intraperitoneale (i.p.) OVA-Injektionen (10 µg OVA / 100µl PBS + 100µl 
Al(OH)3) an den Tagen 0, 14 und 21 des Versuchsprotokolls induziert 
(Abb.2.1). Den Tieren der PBS-Negativ-Kontrollgruppe wurde stattdessen PBS 
verabreicht. Zur Induktion der Immunreaktion in der Lunge wurden die Tiere 
aller vier Gruppen an den Tagen 26-29 täglich für 20 Minuten in einer 
luftdichten Expositionskammer einer 1%igen OVA-Lösung ausgesetzt. In der 
Behandlungsphase wurden die Tiere an den Tagen 46 und 47 erneut einer 
OVA-Exposition ausgesetzt. 
Die systemische intraperitoneale (i.p.) Poly (I:C) Applikation [200 µg Poly (I:C) 
in 200 µl PBS] sowie die lokale intranasale (i.n.) Applikation von Poly (I:C) [200 
µg Poly (I:C) in 20 µl PBS] erfolgte an den Tagen 40, 42, 44, 46 und 47 des 
Versuchsprotokolls. 








Poly (I:C) i.n../Poly (I:C) i.p. 
26 2728 29
OVAAerosol 
0 14 21Tag 
OVA + Al(OH)3 i.p. 
Analyse 
Abbildung 2.1: Protokoll zur allergischen Sensibilisierung, Induktion einer allergischen 
Atemwegsentzündung und Immunmodulation der sekundären Immunantwort durch 
TLR3-Aktivierung. 
 
2.3.2 Induktion einer chronischen allergischen Entzündung in der Lunge 
und Immunmodulation durch TL3- und TLR7-Liganden 
 
Die bisher beschriebenen Tiermodelle reflektieren den akuten Phänotyp des 
humanen Asthma bronchiale, da hier ausschließlich eine akute 
Entzündungsreaktion der Lunge induziert wird. Ein wichtiges Charakteristikum 
des humanen Asthma bronchiale ist darüberhinaus der chronisch entzündliche 
Verlauf mit fortwährendem Allergenkontakt, der letztendlich in strukturellen 
Veränderungen der Lunge, dem Airway remodelling mündet. 
Deshalb wurden die folgenden Analysen mit Hilfe eines erweiterten Tiermodells 
durchgeführt, bei dem die Antigenexposition in den Luftwegen über einen 
Zeitraum von 8 Wochen einen Phänotyp induziert, der dem des humanen 
chronischen Asthma bronchiale vergleichbar ist. 
 
Tabelle 2.2: Übersicht der einzelnen Gruppen und der jeweiligen Verfahrensweise. 
Gruppen BALB/c 
Anzahl 
i.p. Sensibilisierung Aerosol (1% 


















Poly (I:C) i.p. 
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Anhand dieses Modells wurde dann der Einfluss der TLR3 [Poly (I:C)-] und 
TLR7 [R-848] -Liganden auf die Etablierung der chronischen Entündung 
untersucht (Tab. 2.2). 
 
Durchführung 
BALB/c Mäuse wurden durch drei intraperitoneale Injektionen von Ovalbumin 
(10 µg OVA / 100µl PBS + 100µl Al(OH)3) an den Tagen 0, 14 und 21, wobei 
den Tieren der PBS-Negativ-Kontrollgruppe stattdessen PBS appliziert wurde. 
Anschließend wurden die Tiere aus allen vier Gruppen an jeweils zwei 
aufeinander folgenden Tagen pro Woche für 20 Minuten in einer luftdichten 
Expositionskammer einer 1%igen OVA-Lösung ausgesetzt. Diese Behandlung 
wurde über einen Zeitraum von 8 Wochen durchgeführt (Abb. 2.2). 
Für die Immunmodulation wurde den Mäusen 24 Stunden vor der ersten OVA-
Expostion sowie jeweils 30 Minuten vor den folgenden Expositionen 
intraperitoneal Poly (I:C) (200 µg] Poly (I:C) in 200 µl PBS) beziehungsweise R-
848 (50 µg R-848 in 100 µl PBS) appliziert. 
Die Analyse erfolgte in Abhängigkeit der zu untersuchenden Parameter am 
Tag 48 beziehungsweise 24 Stunden nach der letzten OVA-Aerosol 








Abbildung 2.2: Protokoll zur allergischen Sensibilisierung, Induktion einer chronischen 
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2.4 Messung der Atemwegsreagibilität  
 
Mit Hilfe der so genannten Head-out Body-Plethysmographie ist es möglich, 
synchron verschiedene Parameter zu bestimmen, die Rückschlüsse auf die 
Lungenfunktion erlauben. An spontan atmenden, nicht–anästhesierten Tieren 
werden neben dem halbmaximalen expiratorischen bzw. inspiratorischen 
Atemfluss auch das Atemzugvolumen, die Expirations- bzw. Inspirationszeit, 
sowie die Atemfrequenz bestimmt. 
 
Grundlage der Messung sind die atmungsbedingten Druckveränderungen, die 
durch einen Pneumotachographen ermittelt werden, und bei dem sowohl 
expiratorischer als auch inspiratorischer Atemfluss berechnet werden können. 
Durch die Zugabe des Acetylcholin-Derivats Metacholin (MCh) wird die 
Kontraktion der glatten Atemwegsmuskulator induziert. Dies bedingt die 
Erhöhung des Atemwegswiderstands, was wiederum zu einer Verringerung des 
halbmaximalen expiratorischen Atemflusses (EF50), das heißt des Atemflusses 
in der Mitte der Expirationsphase, führt. Letztlich wird die MCh-Konzentration 
ermittelt, bei der es zu einer 50%ige Reduktion des Ausgangswerts des 
halbmaximalen expiratorischen Atemflusses kommt (MCh50). 
 
2.4.1 Aufbau der Messapparatur  
Die Basis der Messapparatur bildet eine 2,5 Liter fassende Glas-
Expositionskammer (Forschungswerkstätten, Medizinische Hochschule 
Hannover, D), die über einen Eingang belüftet, sowie mit Aerosolen versorgt 
werden kann. Durch eine Membran-Vakuum-Pumpe wird die Abluft mit einem 
Sog von 14l/min über einen Ausgang kontinuierlich abgesaugt. 
In die Expositionskammer sind vier Head-out Body-Plethysmographen 
eingefügt, so dass 4 Mäuse parallel gemessen werden können.  
Die Mäuse werden derart in die Messapparatur eingebracht, dass ihre Köpfe in 
die Expositionskammer hineinragen, während sich der Rumpf im jeweiligen 
Plethysmographen befindet. Die luftdichte Abtrennung der Expositionskammer 
zum Plethysmographen erfolgt durch eine individuell angefertigte, luftdicht 
abschließende Halskrause. Diese Latex-Kofferdam-Manschette (9mm ID, 
Roeko, Langenau, D) besitzt mittig ein kreisrundes Loch für den Durchtritt des 
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Mäusekopfes und wird mit Gewebeband an der vorderen Öffnung des 
Plethysmographen befestigt. 
Im Plethysmographen wird die Luft durch die Atembewegung des Brustkorbes 
komprimiert beziehungsweise gedehnt. Der entstehende Luftstrom am 
Ableitungsrohr der einzelnen Plethysmographen wird durch einen 
Pneumotachographen (PTM 378/1.2, Hugo Sachs Elektronic, March-
Hugstetten, D) gemessen (Abb. 2.3). Hierbei entsprechen die Fluktuationen am 
Pneumotachographen den Druckunterschieden in der Kammer und sind somit 













Abbildung 2.3: Schematische Darstellung eines Head-out Body-Plethysmographen. Die 
Bestimmung der in vivo-Lungenfunktion erfolgte mittels Head-out Body-Plethysmography. 
Dieses computer-assistierte System erlaubt die simultane Messung verschiedener 
Atemparameter an vier nicht-anästisierten, spontan atmenden Tieren. (Die detaillierte 




Das Atemflusssignal wird durch ein Potentiometer (CFBA, Hugo Sachs 
Elektronic, March-Hugstetten, D) verstärkt und über einen Analog/Digital 
Konverter (DT 301 PCI D/A converter, Data translation, Marlboo, MA, USA) an 
einen Computer weitergeleitet. Die Signale werden in Perioden von jeweils 14 
Sekunden unter Zuhilfenahme der NOTOCORD hem 3.5 Software (Notocord, 
Paris, F) gemittelt und oszillographisch dargestellt. Die weitere Auswertung 
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2.4.2 Messablauf  
Die Mäuse werden vor Beginn jeder Messung zur Beruhigung zunächst 
10 Minuten in der Messapparatur belassen, um eine Beeinflussung der 
Messparameter durch unverhältnismäßig starke Atembewegung aufgrund von 
Stress zu vermeiden. Anschließend wird 15 Minuten lang die sogenannte 
Baseline X ± SD für den EF50 ermittelt. In diese Zeit atmet die Maus etwa 
4000 Mal ein und aus, diese Werte werden gemittelt und gleich 100 gesetzt. 
Dadurch werden davon abweichende Werte in der Messperiode prozentuale 
Abweichungen von der Baseline erfasst.  
Zur Messung der akuten Atemwegshyperreagibilität (AHR) wird anschließend 
eine MCh-Lösung (β-Methyl-Metaycholin in PBS, Sigma, Stainheim, D) mit Hilfe 
eines Pari-Boys (Pari-Werke, Starnberg, D) in die Expositionskammer 
vernebelt. Durch die Bindung an cholinerge Rezeptoren der glatten 
Atemwegsmuskulatur führt dieses Pharmakon zu einer Obstruktion der 
Atemwege. 
Dieser Provokationstest wird alle 5 Minuten für jeweils 70 Sekunden 
durchgeführt, während die Lungenfunktionsparameter weiterhin kontinuierlich 
aufgenommen werden. Folgende MCh-Konzentrationen wurden in 
aufsteigender Reihenfolge verwendet: 0 mg/ml, 12,5 mg/ml, 25 mg/ml, 
50 mg/ml, 75 mg/ml, 100 mg/ml und 125 mg/ml.  
Die Untersuchung der einzelnen Tiere wird bei einem 50%igen Abfall des 
halbmaximalen expiratorischen Atemflusses abgebrochen. Der Vergleich der 
Atemfunktion der einzelnen Tiere erfolgt letztendlich durch die Bestimmung der 
MCh-Konzentration, bei der es zu 50%igen Abfall der EF50 kommt 
(MCh50[mg/ml]). 
 
2.5 Gewinnung von Probenmaterial 
 
2.5.1 Gewinnung der Serumproben 
 
Damit eine gute Ausbeute an Serum aus der Maus erzielt werden kann, werden 
die zu untersuchenden Tiere zuerst für circa 10 Minuten in einen Heißluft- 
Wärmeinkubator bei 60ºC eingebracht. Durch die Wärmebehandlung wird eine 
Dilatation der peripheren Blutgefäße herbeigeführt. Als nächstes wird die zuvor 
desinfizierte Schwanzvene mit einem Skalpell angeritzt und das entweichende 
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Blut in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß aufgefangen. Das hierbei maximal 
entnommene Blutvolumen beträgt im Durchschnitt ca. 500 µl. Das Blut wird im 
weiteren Verlauf zu nächst für drei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, bis 
dass das Blut vollständig geronnen ist. Anschließend wird das Blut für 
20 Minuten bei 2000g sowie Raumtemperatur zentrifugiert und der 
Serumüberstand in ein 1,5 ml Probenröhrchen überführt. Diese wurden dann 
bis zur weitern Analyse bei -20ºC gelagert. 
 
Material: 
 1. Wärmeinkubator: Temperaturregler GTR199  Greisinger, Landsberg, D 
 2. Skalpell (Disposable Scalpell No. 10)   Feather, J 
 3. 1,5ml Reaktionsgefäß     Eppendorf, Hamburg, D 
 4. alkoholische Lösung (Sterilium)   Braun, Melsungen, D 
 5. Zentrifuge (Rotina 48RS)    Hettich Zentrifugen, D 
 6. Pipette      Eppendorf, Hamburg, D 
 7. 1,5 ml Reaktionsgefäß (Röhrchen)    Greiner Bio-One, Solingen, D 
 
 
2.5.2 Broncho-alveoläre Lavage (BAL) 
 
Charakteristisch für das akute allergische Asthma ist das Einwandern von 
Entzündungszellen in das broncho-alveoläre Lumen. Um die Zellen, die in die 
Atemwegen infiltriert sind, zu untersuchen und näher charakterisieren zu 
können, wurde eine Broncho-alveoläre Lavage (BAL) durchgeführt. 
Die BAL dient der Gewinnung von Zellen und sämtlicher Proteine, die sich im 
Broncho-alveolären Lumen befinden. Hierzu wird die Maus durch 
Zervikaldislokation getötet, fixiert und ventral mit 70%igem Ethanol benetzt. 
Anschließend wird die Trachea komplett von den umliegenden Strukturen 
freipräpariert. Dann erfolgt mit einer Schere ein kleiner Schnitt in die Trachea. In 
diese Öffnung wird eine Kanüle (Trachealkanüle, 1.1 mm, Hugo Sachs 
Electronics, March-Hugstetten, D) eingeführt und mittels Ligatur fixiert. Über 
diese Kanüle wird 5mal jeweils 1ml eiskaltes PBS (NO H15-002, PAA, D) mit 
Protease-Inhibitor (completeTM, Mini, Roche, Mannheim, D) in die Lunge gespült 
und zügig wieder entnommen. Die so gewonnenen BAL wird 5 Minuten bei 500 
g und 4°C zentrifugiert und der zellfreie Überstand bei -20°C gelagert. 
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2.6 Zellzählung 
Die Zellzählung wurde mit dem Casy-Cell-Counter durchgeführt (Casy®Modell 
TT; Schärfe Systems, Reutlingen, D). Dieses Gerät ermittelt die Zellzahl in einer 
Suspension nach dem Prinzip der Pulsflächenanalyse, bei der eine Änderung 
des elektrischen Widerstands beim Durchtritt der Zellen durch eine 




Die Zellsuspension wurde 1:2000 mit einer gerätespezifischen Salzlösung 
verdünnt (Casy®-Ton; Schärfe Systems, Reutlingen, D) und entsprechend den 
Angaben des Geräteherstellers gemessen, dabei wurden die Messparameter 
für den jeweiligen Zelltyp standardisiert. 
 
2.7 Differenzierung von Leukozytensubpopulationen in der BAL 
 
Für die Differenzierung der Leukozytensubpopulationen in der BAL wurden 
jeweils 50 µl der BAL-Flüssigkeit mit 150 µl PBS verdünnt. Durch 
Zytozentrifugation (Cytospin 3, Shandon, Frankfurt, D) für 5 Minuten bei 320g 
wurden die in der Probe befindlichen Zellen schonend auf Objektträger (76 mm 
x 26 mm, Mattrand, Marienfeld, D) aufgebracht und anschließend für 
30 Minuten an der Luft getrocknet. Die Färbung erfolgte mit Diff-Quick®-
Lösungen (Dade-Behring, Marburg, D) entsprechend den Herstellerangaben. 
Die Differenzierung der Zellen wurde lichtmikroskopisch anhand zelltypischer, 
morphologischer Kriterien bei einer Vergrößerung von 400 durchgeführt. 
 
2.8 Enzyme Linked immuno Sorbent Assay (ELISA)  
 
Beim ELISA handelt es sich um einen serologische Test, bei dem Antikörper 
oder an Antikörpergebundene Antigene durch einen Enzym-vermittelten 
Farbwechsel nachgewiesen werden. Beim hier verwendeten „Sandwich-ELISA“ 
werden die nachzuweisenden Proteine zunächst an Oberflächen-gekoppelte 
Antikörper gebunden („Capture“) und anschließend durch die Verwendung 
eines zweiten Antikörpers nachgewiesen („Detektion“).  
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Die Proteinkonzentrationen in der Probe werden dann durch die Erstellung 
einer Standardkurve mithilfe definierter Konzentrationen eines Standard-
Antigens ermittelt. 
 
2.8.1 Konzentrationsbestimmung von Immunglobulinen 
 
Die Konzentration folgender OVA-spezifischer Antikörper wurde mittels 
Sandwich-Elisa-Technik ermittelt: IgE, IgG1 und IgG2a. 
Dafür wurde zunächst der Flachboden einer Mikrotiterplatte (MaxiSorpTM 
Surface, 96 Kavitäten, Nunc, Roskilde, DK) vollständig mit einer OVA-Lösung 
(OVA Grade VI 20 mg/ml in PBS, 0,1 M NaHCO3) benetz und über Nacht bei 
4°C inkubiert. Zur Verhinderung unspezifischer Bindungen wurden restliche 
Proteinbindestellen durch eine 3-stündige Inkubation bei RT mit 
Blockierungspufffer (3% BSA in PBS, Sigma, Stainheim, D) abgesättigt. 
Anschließend wurden jeweils 50 µl der Serumproben entsprechend der 
folgenden Verdünnungen eingesetzt:  
 
Serum: anti-OVA-IgE 1:20  anti-OVA-IgG1 1:1000   
 anti-OVA-IgG2a 1:500 000. 
 
Für jede Messung wurden zudem 50 µl der jeweiligen Immunglobulinstandards 
(Standard-Mausserum [IgE-Messung], anti-OVA-IgG1 und anti-OVA-IgG2a 
[Pharmingen, Hamburg, D]) in folgenden Konzentrationen aufgetragen: 
 
Ig-Standard: Standard-Mausserum (anti-OVA-IgE) 8-1000 LU 
  Anti-OVA-IgG1 88pg/ml – 88 ng/ml 
  Anti-OVA-IgG2a 88pg/ml – 88 ng/ml 
 
Die Ansätze wurden bei 4°C über Nacht inkubiert und anschließend 3mal mit 
Waschpufffer gewaschen (PBS mit 1 % TWEEN [Merck, Darmstadt, D]). Es 
erfolgte die Zugabe von 50 µl (entspricht 2,5 µg/ml) biotinyliertem anti-Maus-
IgE-, anti-Maus-IgG1 beziehungsweise anti-Maus-IgG2a-Antikörper (alle 
Pharmingen, Hamburg, D). Der Ansatz wurde für 2 Stunden bei RT auf dem 
Schüttler inkubiert und dann 3mal mit PBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte 
die Zugabe von jeweils 50µl Streptavidin-Peroxidase-Lösung (1:1000 in PBS, 
Sigma, Steinheim, D). Nach Inkubation für 30 Minuten bei RT auf dem Schüttler 
wurde 100 µl POD-Substratlösung (BM blue POD Substrate, Roche, Mannheim, 
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D) zugegeben. Innerhalb einer 15minütigen Inkubation bei RT im Dunkeln tritt 
eine Farbreaktion auf, die durch die Zugabe von 50 µl Schwefelsäure (2M, 
H2SO4, Merck, Darmstadt, D) abgestoppt wurde. Dadurch kommt es zu einem 
Farbumschlag von blau nach gelb. Die Intensität der Gelbfärbung wurde durch 
Absorptionsmessung bei 450 nm im Absorptionsphotometer (Tecan Sunrise, 
Salzburg, A) gemessen. Die Auswertung der Analyse erfolgte unter 
Zuhilfenahme der Magelan 2-Photometersofware (Tecan, Salzburg, A) 
 
2.8.2 Konzentrationsbestimmung von Zytokinen der BAL 
 
Der verwendete „Cytometric Bead Array“ (CBA) erlaubt in einem so genannten 
Multiplex-Ansatz die simultane Konzentrationsbestimmung mehrerer Zytokine in 
einer Probe. Diese Methode basiert auf der durchflusszytometrischen Analyse 





Für die CBA-Messungen der Zytokine in den zell-freien BAL-Überständen 
wurden folgende Kits (BD BD Bioscience, San Diego, USA) verwendet:  
 
Th1/Th2 Zytokine Kit (IL-2, IL-4, IL-5, IFN-γ, Tumor Nekrose Faktor-α (TNF-α)
 
Inflammation Kit (IL-6, IL-10, Monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), IL-12p70). 
 
Die Durchführung des CBA erfolgte gemäß den Angaben des Herstellers. 
Zusammengefasst wurden jeweils 50 µl der „Capture Beads“ sowie 50 µl des 
PE „Detection Reagent“ in Analyseröhrchen pipettiert und 50 µl der Probe 
beziehungsweise des Standards in serieller Verdünnung dazugegeben, die 
Zytokinstandards wurden hierbei in neun seriellen Verdünnungen zwischen 20-
5000 pg/ml eingesetzt. Im Anschluss an eine 3stündige Inkubation im Dunkeln 
bei RT wurden die Proben gewaschen und in 300 µl Waschpuffer 
aufgenommen.  
Die Proben wurden nach der Gerätekalibrierung im FACS-Gerät (FACScan, BD 
Bioscience, San Diego, USA) analysiert. Die Analyse der Messdaten wurde mit 
Hilfe der BD CBA Software sowie Microsoft Excel-Programm durchgeführt. 
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2.9 Lungenhistologie 
 
Die lungenhistologischen Untersuchungen erfolgten an Tieren, bei denen keine 
Broncho-alveoläre Lavage durchgeführt wurde. Nach Freipräparation der 
Trachea und Lunge, wurde diese durch Einspülen von 4% (w/v) Formaldehyd 
(Merck, Darmstadt, D) über die Trachea in situ fixiert.  
Im Anschluss wurde die Lunge entfernt und bis zur Einbettung in Paraffin in 4% 
Formaldehyd gelagert. Nach der Einbettung in Paraffin wurden am Mikrotom 
(Accu-Cut® SRMTM 200 Rotary Mircrotome, Sakura, J) Dünnschnitte von 3 µm 
Dicke auf Objektträger (76 mm x 26 mm, Mattrand, Marienfeld, D) aufgebracht 




Durch die Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung von histologischen Lungenschnitten 
wurden morphologische Veränderungen und entzündliche Infiltrate im 
Lungenparenchym dargestellt. 
Bei dieser Färbung werden im ersten Schritt die basophilen Zellbestandteile wie 
die Zellkerne durch Hämatoxylin blau bzw. dunkelviolett angefärbt. Im zweiten 
Schritt wurde mit Eosin, einem kontrastreichen Farbstoff, der 




Vor der eigentlichen Färbung wurden die Proben mit Xylol und einer 
absteigenden Alkoholreihe (100%, 96%, 80%, 70% v/v) deparafiniert und in 
destilliertem Wasser gewaschen. 
Anschließend wurde für 8 Minuten mit Hämatoxylin (Hämatoxylin II nach Gill, 
Merck, Darmstadt, D) gefärbt und nach dem Waschen mit fließendem 
lauwarmem Wasser sowie destilliertem Wasser für 5 Minuten mit Eosin (Eosin 
G, Merck, Darmstadt, D) gegengefärbt.  
Die gefärbten Schnitte wurden mit einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert 
(70%, 96%, 100%) an der Luft getrocknet und eingedeckt (Histomount 
mounting solution, Zymed Laboratories, San Francisco, USA). 
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2.9.2 PAS-Färbung 
 
Mit Hilfe der Perjodsäure-Schiff-Färbung (PAS-Färbung) werden 
kohlenhydrathaltige Mukus-Bestandteile (reduzierende Polysaccharide, neutrale 
Mukopolysaccharide und Glykoproteine) angefärbt. Dadurch werden Mukus-
produzierende Becherzellen durch eine intensive violette Färbung dargestellt.  
 
Durchführung 
Die Präparate werden, wie bei der HE-Färbung erläutert, entparafiniert und 
entwässert. Nach dem Waschen mit destilliertem Wasser werden die Schnitte 
für 5 Minuten mit Perjodsäure (PAS-Färbekit, Merck, Darmstadt, D) behandelt 
und für 3 Minuten unter fließendem Wasser gewaschen. Anschließend wurden 
die Präparate für 15 Minuten in Schiffs-Reagenz gefärbt und unter fließendem 
Wasser sowie destilliertem Wasser gewaschen.  
Die Zellkerne wurden durch 2minütige Färbung mit Hämatoxylin (Hämatoxylin II 
nach Gill, Merck, Darmstadt, D) gegengefärbt. Abschließend wurden die 
Schnitte gewaschen und in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert (70%, 
96%, 100%) an der Luft getrocknet und eingedeckt (Histomount mounting 
solution, Zymed Laboratories, San Francisco, USA). 
 
2.10  Immunhistologie 
 
Ein Charakteristikum des strukturellen Atemwegsumbaus im Rahmen eines 
Asthma bronchiale ist die Proliferation der Myozyten und Myofibroblasten im 
Lungenparenchym. Die dadurch resultierende Verdickung der glatten 
Muskelschicht lässt sich durch immunhistologische Färbung von alpha-smooth 
muscle actin (α-SMA), das glatte Muskel-Aktin, einem Bestandteil von Myozyten 
und Myofibroblasten darstellen. 
 
Durchführung 
Wie oben bereits beschrieben wurden 3 µm dicke Lungeschnitte angefertigt und 
entparafiniert und anschließend mit einer Antikörperlösung gegen α-SMA (Ratte 
monoclonal anti-Maus- α-SMA-IgG, clone 1 A4, Immunotech, Marseille, F) für 
20 Minuten bei 18°C inkubiert.  
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Nach 4maligem Waschen mit PBS wurde für 30 Minuten bei 20°C mit dem 
biotinylierten Sekundär-Antikörper (Maus-anti-Ratte-IgG [Vector Lab, Grünber, 
D]) inkubiert. Für die anschließende Farbreaktion wurde das Vecta-Stain®-Kit 
(Vector Lab, Grünber, D) gemäß den Angaben des Herstellers verwendet. 
Diese Methode wurde im Rahmen einer Kooperation mit der klinischen 
Forschergruppe „Chronische Atemwegserkrankungen“ unter der Leitung von 
Herrn Professor Dr. Fehrenbach am Institut für Pathologie der Universität 
Marburg durchgeführt. 
 
2.11 Daten-Analyse und Statistik 
 
Für die statistische Auswertung und graphische Darstellung wurden die 
Programme Microsoft Excel oder GraphPad Prism® verwendet. Bei den 
dargestellten Daten handelt es sich um Original-Messungen. Balkendiagramme 
repräsentieren Mittelwerte ± SEM („standard error of mean“). Zur Ermittlung der 
statistischen Signifikanz wurde der Student´s t-Test angewandt, wobei 




3.  Ergebnisse 
 
3.1 Die systemische Applikation von Poly (I:C) führt gegenüber der
 lokalen Applikation zu einer deutlicheren Verbesserung des akuten 
Asthma Phänotyps im Maus-Modell 
 
In vorausgegangenen Experimenten konnten wir zeigen, dass die systemische 
intraperitoneale (i.p.) Applikation von Poly (I:C), einem TLR3-Liganden, im 
akuten Modell für allergisches Asthma einen bereits etablierten Asthma 
Phänotypen supprimiert (Sel et al., 2007).  
Die Epithelzellen des Respirationstraktes bilden die äußere Barriere der Lunge 
und tragen durch die Synthese von antimikrobiellen Peptiden, Zytokinen und 
Chemokinen zur Immunabwehr bei. Diese Rolle wird durch die Expression von 
TLR-Rezeptoren vermittelt. Entgegen der endosomalen Lokalisation von TLR3, 
die bisher für andere Zelltypen beschrieben wurde, konnte  für pulmonale 
Epithelzellen eine konstitutive Expression on TLR3 auf der Zelloberfläche 
nachgewiesen werden. 
 
Daraus ergab sich die Fragestellung, ob die lokale intranasale (i.n.) Applikation 
von Poly (I:C) der systemischen möglicherweise überlegen ist.  
Hierfür wurden Vergleichsuntersuchungen im akuten Maus-Modell für 
experimentelles Asthma bronchiale, entsprechend einem standardisierten 
Schema, durchgeführt: 
Die Tiere wurden gegen Ovalbumin (OVA) - ein artfremdes Protein - durch 
dreimalige intraperitoneale (i.p.) Injektionen sensibilisiert und anschließend 
einem OVA-Aerosol exponiert („OVA-Challenge“). Hierdurch entwickelten die 
Tiere den Phänotypen des experimentellen Asthma bronchiale mit den 
typischen Charakteristika. Die Poly (I:C) Behandlung erfolgte circa zwei 
Wochen später. Während der letzten beiden Behandlungstage wurden die Tiere 
erneut dem OVA-Aerosol exponiert.  
 
24 Stunden nach der letzten Behandlung wurden zur Charakterisierung des 
Asthma-Phänotyps folgende Parameter bestimmt: OVA-spezifische 
Immunglobulin-Titer, Zytokinkonzentration im Serum und 
Leukozytensubpopulationen in der BAL-Flüssigkeit.  
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Zur Beurteilung der Entzündungsreaktion sowie Becherzellhyperplasie wurden 
HE- und PAS-Färbungen von histologischen Lungenschnittpräparaten 
durchgeführt. Die Atemwegshyperreagibilität gegenüber Metacholin (MCh) 
wurde mittels Head-out Body-Plethysmographie analysiert. Um den 




3.1.1 Die systemische und lokale Applikation von Poly (I:C) inhibieren die 
 Sensibilisierungsreaktion 
 
Um die systemische und lokale Wirkung von Poly (I:C) auf die Sensibilisierung 
zu untersuchen, wurden den Versuchstieren am Analysetag Blutproben 
entnommen, und anschließend die OVA-spezifischen Immunglobulin-Titer 
(anti-OVA IgE, anti-OVA IgG1 und anti-OVA IgG2a) im Serum mittles ELISA-
Technik bestimmt. 
 
Hierdurch sollte geklärt werden, ob die Gabe von Poly (I:C) die TH2 induzierte 
Expression von IgE- und IgG1-Immunglobulinen unterdrückt, beziehungsweise 
ein „switch“ zur TH1 gesteuerten Expression der Immunglobulinklasse IgG2a in 
B-Zellen induziert wird.  
 
Die OVA-Sensibilisierung führte gegenüber PBS-behandelten Tieren zu 
erhöhten IgE- (0,20 ± 0,03 µg/ml) und IgG1- (6,15 ± 0,48 ng/ml) 
Konzentrationen (Abb.3.1). Dies entspricht einer erfolgreichen Sensibilisierung 
gegen Ovalbumin in der Positiv-Kontrollgruppe. 
 
Beide Applikationsformen von Poly (I:C) zeigten eine signifikante Erniedrigung 
der IgE-Serumkonzentration im Gegensatz zur Positiv-Kontrollgruppe. Dieser 
Effekt war bei systemischer Applikation (0,05 ± 0,01 µg/ml) signifikant höher 
ausgeprägt als bei lokaler Applikation (0,10 ± 0,02 µg/ml).  
 
Die IgG1- und IgG2a-Konzentrationen wurden weder durch die lokale noch 





















































































































Abbildung 3.1: OVA-spezifische Immunglobulin-Konzentrationen im Serum nach 
Applikation von Poly (I:C) im akuten Asthma-Maus-Modell. Nach Abnahme des Blutes am 
Analysetag aus der Schwanzvene wurde Serum gewonnen. Anschließend wurden mittels 
ELISA-Technik die Konzentrationen an OVA-spezifischem-IgE, -IgG1 und -IgG2a im Serum 




3.1.2 Die IL-5-Konzentration in der BAL wird bei systemischer Applikation 
 von Poly (I:C) stärker inhibiert als bei lokaler Anwendung 
 
Die beschriebene Verminderung der IgE-Konzentrationen im Serum bei Tieren, 
die mit Poly (I:C) behandelt wurden weist auf eine Unterdrückung TH2-
vermittelter Immunreaktionen hin. Zur weiterführenden Analyse der vermuteten 
TH2-Zell-Inhibition wurden weiterhin die Konzentration von IL-4, IL-5 und IFN-γ 
in der BAL-Flüssigkeit bestimmt.  
Die Konzentration von IL-4 und IFN-γ lagen in allen Gruppen unterhalb des 
Detektionslimits.  
Erwartungsgemäß wurde in der OVA-Kontrollgruppe eine deutlich erhöhte IL-5-
Konzentration (0,12 ± 0,02 µg/ml) ermittelt. Bei Behandlung der Tiere mit 
Poly (I:C) lagen hingegen deutlich niedrigere Werte vor. Während die IL-5-
Konzentration in der BAL nach lokaler Behandlung bei 0,06 ± 0,01 µg/ml lag, 
wurden nach systemischer Behandlung nur noch 0,03 ± 0,006 µg/ml detektiert 
(Abb. 3.2). 
Wie bereits hinsichtlich der IgE-Konzentration im Serum beschrieben, war der 













































Abbildung 3.2: IL-5 Zytokin-Konzentration in der BAL-Flüssigkeit. Am Analysetag erfolgte 
die Freipräpäration der Lunge und Trachea, die Trachea wurde kanüliert und die Lunge mit 
kaltem PBS lavagiert. Anschließend wurde mittels CBA-Technik die Konzentration von IL-5 
ermittelt. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM (* p < 0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
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3.1.3 Die Entzündung der Atemwege wird durch Poly (I:C) Applikation 
verhindert 
 
Ein Hauptcharakteristikum der inflammatorischen Reaktion der Lunge im 
Rahmen eines Asthma bronchiale ist die Infiltration von Eosinophilen 
Granulozyten in das Atemwegslumen.  
Durch die Differenzierung der Leukozyten in der Broncho-alveolären Lavage 
(BAL) wurde das Auftreten einer Eosinophilie in den Versuchsgruppen 
untersucht. 
 
Hierfür wurde eine Broncho-alveoläre Lavage mit einer kalten PBS-Lösung 
durchgeführt. Nach Bestimmung der Gesamt-Zellzahl wurden 
Zytospinpräparate angefertigt und anschließend für die morphologische 
Zelldifferenzierung gefärbt. 
 
Wie in Abb. 3.3 dargestellt, kommt es in den Tieren der OVA-Kontrollgruppe zu 
einem deutlichen Anstieg der Leukozytenzahl (1,98 x 105 Leukozyten/BAL) in 
der BAL.  
Während die zusätzliche i.p. Poly (I:C) Behandlung zu einer signifikanten 
Reduktion der Leukozytenzahl (0,91 x 105 Leukozyten/BAL) führte, war ein 
solcher Effekt nach der i.n. Poly (I:C) Behandlung (2,25 x 105 Leukozyten/BAL) 
nicht zu beobachten.  
Erwartungsgemäß stellen eosinophile Granulozyten mit rund 78% den 
Hauptanteil der eingewanderten Leukozyten in der BAL der OVA-
Kontrollgruppe dar. Hier liegt mit 1,55 x 105 Eosinophilen Granulozyten pro BAL 
eine deutliche Eosinophilie vor. Die Applikation von Poly (I:C) intraperitoneal 
(0,134 x 105 Eosinophilen/BAL) wie auch intranasal (0,31 x 105 
Eosinophilen/BAL) führte im Vergleich dazu zu einer deutlichen Verminderung 
der Eosinophilen Granulozyten. Dies weist auf eine Abnahme der 
Entzündungsreaktion in der Lunge hin. 
 
In der Makrophagenpopulation weist die OVA-Kontrollgruppe mit 0,24 x 105 
Makrophagen/BAL eine signifikante Reduktion im Unterschied zu den anderen 




Die Zellzahlen in der Population der Lymphozyten sowie der Neutrophilen 
Granulozyten zeigte eine enorme Streuung, so dass keine signifikanten 
















































































































































































































Abbildung 3.3: Mikroskopische Differenzierung von Zellen aus der BAL-Flüssigkeit. Am 
Analysetag (48. Tag) des Behandlungsprotokolls erfolgte die Freipräparation der Lunge und 
Trachea. Die Trachea wurde kanüliert und die Lunge mit kaltem PBS lavagiert. Von der 
gewonnen BAL wurden Zytospins auf Objektträgern angefertigt. Die BAL-Zellen wurden mit 
Quick-Diff gefärbt und anschließend nach morphologischen Kriterien unter dem Mikroskop bei 
400-facher Vergrößerung differenziert. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM (* p < 0,05; ** p < 




3.1.4 Die allergische Entzündung im Lungenparenchym und die 
Becherzellhyperplasie werden durch die systemische Poly (I:C) 
Behandlung unterdrückt 
 
Wie im vorhergehenden Abschnitt gezeigt, führt die intranasale Poly (I:C) 
Behandlung zu einer Verminderung der Entzündung im Atemwegslumen. Für 
weiterreichende Untersuchungen einer Entzündung im Lungenparenchym 
wurden lungenhistologische Schnittpräparate angefertigt und eine HE- 






















Abbildung 3.4: HE-Färbung von lungenhistologischen Schnittpräparaten. Am 48. Tag des 
Behandlungsprotokolls wurden die Lungen, nach vorheriger Durchführung der BAL, 
entnommen, in Formalin fixiert und in Parafin eingebettet. An den anschließend angefertigten 
Schnittpräparaten wurde eine PBS-Färbung durchgeführt. Dargestellt sind repräsentative 
Lungenschnittpräparate der Negativ-Kontrollgruppe (PBS), Positiv-Kontrollgruppe (OVA), 




Die HE-gefärbten Schnittpräparate der PBS-Negativ-Kontrollgruppe zeigen 
keinerlei Anzeichen einer Entzündung. 
 
Im Gegensatz dazu wurde in der OVA-Kontrollgruppe eine ausgeprägte 
leukozytäre Infiltration in die Mukosa der peribronchialen und perivaskulären 
Bronchien (Abb.3.4) nachgewiesen. Wobei das inflammatorische Infiltrat 
vornehmlich aus Eosinophilen Granulozyten und in geringerem Umfang aus 
Lymphozyten bestand.  
 
Die i.n. (also lokale) Behandlung der Mäuse mit Poly (I:C) Behandlung hatte 
keinen Einfluss auf das Ausmaß der Entzündung, auch hier wurde eine 
deutliche Infiltration von Eosinophilen Granulozyten und Lymphozyten in die 
Atemwegsmukosa nachgewiesen. 
 
Ein deutlich positiver Effekt auf die inflammatorische Infiltration der Lunge 
wurde durch intraperitonealer (also systemische) Poly (I:C) Behandlung erzielt. 
Innerhalb dieser Gruppe waren entzündliche Leukozyten im Infiltrat in deutlich 
geringerem Ausmaß nachweisbar. 
 
Zur Beurteilung der Becherzellhyperplasie wurden PAS-gefärbte 
Lungenschnitte angefertigt, bei denen im Mukus enthaltene 
Glykosaminoglykane, Kohlenhydrate und Glykogen rot angefärbt werden 
(Abb.3.5).  
Das respiratorische Epithel der PBS-Negativ-Kontrollgruppe zeigt einen 
physiologischen Aufbau mit Flimmerzellen sowie Bürstensaumzellen, jedoch 
keine mukus-produzierenden Becherzellen und erscheint sowohl in den 
zentralen als auch peripheren Anteilen gleichmäßig.  
In den Atemwegen der OVA-behandelten Tiere wurden demgegenüber 
zahlreiche Mukus-produzierende Becherzellen nachgewiesen. 
Das Ausmaß der Becherzellhyperplasie wurde durch die intranasale Poly (I:C) 
Behandlung nicht beeinflusst. Wie bereits in der OVA-Gruppe beschrieben, liegt 
hier eine deutliche Becherzellhyperplasie vor. 
Im Gegensatz dazu sind nach intraperitonealer Poly (I:C) Behandlung nur noch 

























Abbildung 3.5: PAS-Färbung von lungenhistologischen Schnittpräparaten. Am 48 Tag der 
Analyse wurden die Lungen, nach vorheriger Durchführung der BAL, entnommen, zuerst in 
Formalin fixiert und dann in Parafin eingebettet. An Schnittpräparaten wurde eine PAS-Färbung 
durchgeführt. Dargestellt sind repräsentative Lungenschnittpräparate der Negativ-
Kontrollgruppe (PBS), Positiv-Kontrollgruppe (OVA), Poly (I:C) i.n. Behandlung und 
Poly (I:C) i.p. Behandlung (Vergrößerung 200-fach). 
 
Die histopathologischen Untersuchungen der Lunge zeigen zusammenfassend, 
dass durch eine intraperitoneale Behandlung mit Poly (I:C) (im Gegensatz zur 
intranasalen Behandlung) sowohl die entzündliche Infiltration der Lunge mit 
eosinophilen Granulozyten und Lymphozyten als auch die Becherzell-
hyperplasie deutlich vermindert. 
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3.1.5 Die Lungenfunktion verbessert sich nur nach systemischer 
 Applikation von Poly (I:C)  
 
Nachdem gezeigt wurde, dass durch die systemische und in eingeschränktem 
Maße auch durch die lokale Applikation von Poly(I:C) zentrale 
pathophysiologische Charakteristika des allergischen Asthma, wie IgE-
Produktion, IL-5-Sekretion, eosinophile Infiltration der Lunge sowie 
Becherzellhyperplasie vermindert werden, wurde im letzten Schritt als klinischer 
Parameter die Lungenfunktion bestimmt. 
 
Die Messung der Lungenfunktion wurde mit der Head-out Body-
Plethysmographie durchgeführt. Bei dieser Analyse wird die Lungenfunktion der 
Mäuse in einer speziellen Expositionskammer (siehe Material und Methoden) 
untersucht, wobei jeweils der halbmaximale expiratorische Atemfluss (EF50) 
unter aufsteigenden Konzentrationen von Metacholin (MCh) ermittelt wird. Die 
MCh-Provokation bedingt eine Bronchoobstruktion, die vor allem die 
expiratorische Atemphase beeinflusst. Um das Ausmaß der 
Atemwegshyperreagibilität (AHR) zu messen, wurde jeweils die Metacholin-
Konzentration ermittelt, bei der es zu einem 50%igen Abfall des EF50 kommt. 
 
Diese Erniedrigung des EF50 auf 50% wurde in der PBS-Gruppe bei einer MCh-
Konzentration von 102.2 ± 5.3 mg/ml erreicht (Abb. 3.6). 
Die OVA sensibilisierte Kontrollgruppe weist im Vergleich dazu eine signifikant 
erhöhte AHR auf. Hier führt bereits eine MCh-Konzentration von 
44.86 ± 4.8 mg/ml zu einer solchen Erniedrigung des Atemflusses. 
 
Die Atemwegsreagibilität der i.n. mit Poly (I:C) behandelten Mäuse ist 
gegenüber der PBS-Gruppe ebenfalls deutlich erhöht. Sie unterscheidet sich 
nicht signifikant von der Situation, die in der OVA-Gruppe beschrieben wurde. 
 
Demgegenüber führte die i.p. Behandlung mit Poly (I:C) zu einer deutlich 
verbesserten Lungenfunktion. Die Lungenfunktion war gegenüber der Negativ-



















































Abbildung 3.6: Atemwegsreaktivität nach Behandlung mit TLR-Liganden im Maus-Modell 
für akutes Asthma bronchiale (Messung mittels Head-out Body-Plethysmographie). 
Am Tag 48 des Behandlungsprotokolls wurde die Atemwegsreagibilität von allen Gruppen 
mittels der Head-out Body-Plethysmographie (HOBP) durch einen Provokationstest gemessen. 
Hierbei wird die Reagibilität der glatten Bronchialmuskulatur auf Acetyl-β-Methylcholin-
Hydrochlorid (MCh), einem unspezifischen Reiz untersucht. Als Maß für die 
Atemwegsreagibilität (Bronchoobstruktion) wurde der halbmaximale expiratorische Atemfluss 
(EF50-Wert) erfasst und diejenige Konzentration an Metacholin (MCh) ermittelt, bei der der EF50-
Wert unter 50 % des Wertes unter Normal-Bedingungen gefallen war. Dargestellt sind 
Mittelwerte ± SEM (** p < 0,01). 
 
 
Somit konnte gezeigt werden, dass durch die systemische Behandlung mit dem 
TLR3-Liganden Poly (I:C) nicht nur die entzündlichen Parameter eines Asthma 
bronchiale vermindert werden, sondern auch die Lungenfunktion im Tiermodell 





3.2 Einfluss von R-848 und Poly (I:C) auf die Entwicklung von
 chronischem Asthma Bronchiale im Maus-Modell 
 
Im ersten Teil konnte gezeigt werden, dass die systemische Applikation von 
Poly (I:C) im akuten Modell für allergisches Asthma einen bereits vollständig 
ausgeprägten Asthma-Phänotypen positiv beeinflusst. Eine lokale Applikation 
zeigte hingegen nur eingeschränkte Effekte.  
In den folgenden Untersuchungen wurde Poly (I:C) aus diesem Grund 
ausschließlich systemisch durch intraperitoneale Injektion appliziert. 
 
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde neben dem Einfluss des TLR3-Liganden 
Poly (I:C) auch der Einfluss des TLR7-Liganden R-848 auf die Pathogenesse 
eines allergischem Asthma analysiert. Diese Untersuchungen wurden an einem 
chronischen Modell für allergisches Asthma durchgeführt, da hier neben den 
entzündlichen Veränderungen der Lunge, die ein akutes Asthma-Modell 
reflektiert, auch strukturelle Veränderungen der Atemwege im Sinne eines 
Airway remodelling untersucht werden können und dieses Modell somit weitaus 
besser dem Phänotypen des chronischen allergischen Asthma im Menschen 
entspricht. 
Im Gegensatz zur i.p. Applikation von Poly (I:C) wurde R-848 allerdings 
subkutan injiziert, da die subkutane Injektion in vorausgegangen Versuchen 
gegenüber der intraperitonealen und intranasalen Applikation einen 
deutlicheren Einfluss auf die untersuchten Asthma-Charakteristika zeigte (Sel et 
al., 2007).  
 
Die Untersuchungen wurden an dem, in der Arbeitsgruppe bereits etabliertem 
Maus-Modell für chronische Allergie und Asthma eingesetzt (Wegmann, 2008; 
Wegmann et al., 2005; Wegmann and Renz, 2005). Dieses Modell basiert auf 
der intraperitonealen OVA-Injektionen mit anschließender OVA-Aerosol-
Exposition jeweils an zwei Tagen in der Woche für insgesamt acht Wochen 
(OVA Positiv-Kontrollgruppe). Die Behandlung mit den TLR-Liganden erfolgte 
jeweils einen Tag vor sowie am Tag der Aerosol-Exposition (siehe Material und 





3.2.1 Die TLR3- oder TLR7-Aktivierung vermindert die Produktion von 
OVA-spezifischem IgE 
 
Initial wurde die Wirkung der TLR-Liganden auf die Sensibilisierung im 
chronischen Asthma-Modell untersucht. Hierfür wurde von den Tieren nach 30 
und 75 Tagen Serum zur Konzentrationsbestimmung von OVA-spezifischem 







































































































































Abbildung 3.7: OVA-spezifische Immunglobulin Konzentrationen im Serum nach 
Applikation von TLR-Liganden im chronischen Asthma-Maus-Modell. Nach Blutentnahme 
am Tag 30 und 75 des Behandlungsprotokolls wurde Serum gewonnen. Anschließend wurden 
mittels ELISA-Technik die Konzentrationen an OVA-spezifischem IgE, IgG1 und IgG2a  im 
Serum ermittelt. Dargestellt sind Mittelwerte ± S.E.M. (* p < 0,05; ** p < 0,01). 
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Die Sensibilisierung und anschließende Vernebelung von OVA-Aerosol führte in 
der Positiv-Kontrollgruppe zu einem deutlichen Anstieg der Konzentration von 
OVA-spezifischem IgE (0,21 ± 0,05 µg/ml) (Abb. 3.7). Im Verlauf der 
Chronifizierung stieg dieser Wert am Tag 75 auf das 2,7fache an (0,56 ± 0,11). 
 
Demgegenüber wiesen, Mäuse die mit R-848 oder Poly (I:C) behandelt wurden, 
sowohl nach der ersten Applikation (Tag 30) als auch nach acht Wochen 
(Tag 75) deutlich niedrigere IgE-Spiegel auf. Die Anwendung von R-848 führte 
im Vergleich zur OVA-Kontrollgruppe bereits nach der ersten Applikation zu 
einer 5,7fachen Abnahme der IgE-Konzentration (0,037 ± 0,02 µg/ml).  
Nach 75 Tagen lag der IgE-Spiegel um den Faktor 6,2 unter der OVA-Kontrolle 
(0,09 ± 0,04 µg/ml). Ähnliche Effekte wurden auch nach der Anwendung von 
Poly (I:C) beobachtet. Hier lag die IgE-Konzentration nach einer Anwendung bei 
0,048 ± 0,1 µg/ml und nach 75 Tagen bei 0,21 ± 0,04 µg/ml. 
 
Darüber hinaus führte die 8-wöchige Behandlung (Tag75) mit R-848 im 
Vergleich zur OVA-Kontrollgruppe (5,94 ± 3,6 ng/ml) zu einer Erniedrigung der 
IgG1-Spiegel auf 4,4 ± 0,4 ng/ml. Die Anwendung von Poly (I:C) hatte keinen 
Einfluss auf die IgG1-Konzentration. 
 
Dem gegenüber erhöhte sich die Konzentration von IgG2a- einem TH1 
typischen und somit nicht mit allergischen Reaktionen assoziiertem 
Immunglobulin- nach R-848 Behandlung signifikant.  
Während die IgG2a-Konzentration in der OVA-Kontrollgruppe am Tag 75 bei 
7,88 ± 0,77 µg/ml lag, wurden nach R-848 Behandlung zu diesem Zeitpunkt um 
den Faktor 5 höhere Werte (39,02 ± 6,7) ermittelt. Im Gegensatz dazu führte die 
Anwendung von Poly (I:C) zu keiner signifikanten Änderung der IgG2a-
Konzentration. 
 
In der PBS-Kontrollgruppe waren weder OVA-spezifische IgE- noch IgG1- und 









3.2.2 Die Applikationen von TLR3/7-Liganden inhibiert die Produktion von 
IL-5 und TGF-β und induziert die Produktion von IL-12 in der Lunge 
 
Im nächsten Schritt wurden zur näheren Charakterisierung, der in das broncho-
alveolären Lumen infiltrierten Lymphozytenpopulationen, die Konzentrationen 
repräsentativer Zytokine bestimmt. Aufgrund ihrer charakteristischen 
Zytokinexpression lassen sich hierdurch allergie-assoziierte TH2-Zellen (IL-4 
und IL-5) von TH1-Zellen (IFN-γ und IL-12) und TH3-Zellen (TGF-ß) 
unterscheiden.  
 
Erwartungsgemäß wurde in der OVA-Kontrollgruppe (0,166 ± 0,03 ng/ml) im 
Vergleich zu PBS-behandelten Mäusen (0,06 ± 0,01 ng/ml) entsprechend dem 
allergischen Phänotyp eine hohe IL-5 Konzentration in der BAL detektiert. 
Nach der Behandlung durch die TLR-Liganden R-848 (0,04 ± 0,003 ng/ml) oder 
Poly (I:C) (0,06 ± 0,01 ng/ml) wurden signifikant niedrigere IL-5-Spiegel 
bestimmt (Abb. 3.8).  
 
Parallel dazu lag die Konzentration des TH1 Zytokins IL-12 in den behandelten 
Gruppen verglichen mit der OVA-Gruppe signifikant höher.  
Die IL-12-Konzentration war sowohl in der Poly (I:C)  Behandlungsgruppe 
(860,3 ± 183,9 pg/ml) als auch nach R-848 Behandlung (809,3 ± 187,7 ng/ml) 
etwa 3-fach höher als in der Positiv-Kontrollgruppe (269,3 ± 106,6 pg/ml), 
welche selbst kaum einen Unterschied zur PBS-Negativ-Kontrollgruppe 
(106,4 ± 70,3 pg/ml) aufwies.  
 
Hinsichtlich der Expression des TH3-typischen Zytokins TGF-β wurde 
gegenüber der OVA-Kontrollgruppe (1152 ± 144,6 pg/ml) nach der Applikation 
von R-848 (229,1 ± 59,07 pg/ml) eine Konzentrationsabnahme nachgewiesen. 
Bei Poly (I:C) war eine Tendenz zu sehen.  
 
Die Konzentration der Zytokine IFN-γ und IL-4 war in allen vier Gruppen 








































































































Abbildung 3.8: Zytokinkonzentrationen in der BAL-Flüssigkeit nach Applikation von 
R-848 oder Poly (I:C) im chronischen Modell für das Asthma bronchiale. IL-5, IL-12 und 
TGF-β Konzentrationen wurden mittels ELISA detektiert. Die Signifikanzen zwischen den 
Gruppen wurde mittels students-t-Test analysiert. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM (*p ≤ 0,05, 
**p ≤ 0,01 und ***p ≤ 0,001). 
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3.2.3 Verminderung der Anzahl an Eosinophilen Granulozyten in der BAL 
durch die Aktivierung von TLR3 und 7 
 
Zur Charakterisierung der lokalen Entzündung in den Atemwegen wurden die 
Leukozytenzahl in der Broncho-alveoläre Lavage (BAL) quantifiziert und die 
Subpopulationen morphologisch differenziert. Dazu wurde den Tieren 24 
Stunden nach der letzter OVA-Exposition post mortem die komplette Lunge 
entnommen und mit 800 µl eiskalter PBS Lösung lavagiert. Die Gesamtzellzahl 
wurde im Anschluss mittels Cell Counter quantifiziert. Die Differenzierung 
erfolgte nach Anfärbung (Diff-Quick) von Zytospins unter dem Mikroskop (siehe 
Material und Methoden). 
 
Dabei wurden im Durchschnitt in der Positiv-Kontrollgruppe etwa 6 x 105 
Leukozyten je BAL detektiert (Abb. 3.9). Im Gegensatz dazu war die 
leukozytäre Infiltration in der Negativ-Kontrollgruppe im Durchschnitt mit circa 
4 x 105 Leukozyten pro BAL deutlich niedriger. 
Den Hauptanteil der Leukozytenpopulation in der Positiv-Kontrollgruppe stellen 
Eosinophilen Granulozyten mit durchschnittlich 4 x 105 Zellen pro BAL dar. Im 
Gegensatz dazu war die Anzahl der Eosinophilen Granulozyten nach R-848 
(0,3 x 105 Eosinophile/BAL) oder Poly(I:C) Behandlung (1,7 x 105 
Eosinophile/BAL) signifikant niedriger, wobei der Effekt von R-848 deutlicher 
ausgeprägt war als der Einfluss von Poly (I:C). 
In der BAL von Tieren der Negativ-Kontrollgruppe stellen Makrophagen mit 
3,2 x 105 Zellen pro BAL die dominierende Leukozytenpopulation dar. Auch 
nach der Behandlung mit TLR-Liganden wurde mit rund 3,8 x 105 Makrophagen 
pro BAL (R-848) sowie 3,4 x 105 Makrophagen pro BAL (Poly (I:C)) eine 
vergleichbare Verteilung festgestellt.  
Die Anzahl an neutrophilen Granulozyten war bezogen auf die OVA-
Kontrollgruppe nach R-848 Behandlung mit dieser vergleichbar, während sie in 
der Poly (I:C)-Gruppe signifikant niedriger lag. In der PBS-Kontrollgruppe 
wurden demgegenüber nahezu keine neutrophilen Granulozyten detektiert. 
Die Anzahl der Lymphozyten wies in allen Gruppen kaum Unterschiede auf und 

















































































































































































Abbildung 3.9: Mikroskopische Differenzierung der Leukozytensubpopulationen in der  
Broncho-alveolären Lavage. Am Analysetag (75. Tag) des Behandlungsprotokolls wurde die 
Trachea kanüliert und die Lunge mit kaltem PBS lavagiert. Von der gewonnen BAL wurden 
Zytospins auf Objektträger angefertigt, die BAL-Zellen wurden mit Quick-Diff gefärbt und 
anschließend nach morphologischen Kriterien unter dem Mikroskop bei 400-facher 
Vergrößerung differenziert. Die gesamt Zellzahl wurde im Casy Cell Counter bestimmt. 
Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM (* p < 0,05; ** p < 0,01). 
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3.2.4 Die lokale Infiltration der Lunge wird durch R-848 oder Poly (I:C) 
vermindert 
 
Zur Beurteilung des bronchialen Infiltrats wurde nach Sensibilisierung und 
Exposition der Balb/c Mäuse mit OVA und der Behandlung mit R-848 oder Poly 
(I:C) wie unter Material und Methoden beschrieben lungenhistologische 
Schnittpräparate angefertigt und mit PAS gefärbt. 
 
Erwartungsgemäß zeigten Tiere, die einer Sensibilisierung gegen OVA und 
einer anschließenden OVA-Aerosol-Exposition ausgesetzt wurden (Positiv-
Kontrolle), eine massive Infiltration der Atemwegsmukosa und der 
Atemwegsadventitia hauptsächlich durch eosinophile Granulozyten und in 
geringerem Umfang durch Lymphozyten (Abb.3.10). Die Lokalisation der 
Entzündung weist in den Atemwegen auf eine peribronchiale Infiltration hin und 
ist mit einer Entzündung der umliegenden Gefäße assoziiert.  
Zusätzlich  weisen die proximalen und distalen Atemwege ein dichtes 
Vorkommen von Becherzellen auf. Die Becherzellhyperplasie des 
Atemwegsepithels lässt auf eine erhöhte Mukusproduktion schließen. Diese 
Erscheinungsform der allergischen Atemwegsentzündung, ist mit dem des 
menschlichen Phänotyps „akutes allergisches Asthma“ vergleichbar. 
 
Im Gegensatz zur Positiv-Kontrollgruppe sind bei PBS-behandelten Tieren in 
der Atemwegsmukosa keinerlei Entzündungszeichen zuerkennen und nur 
vereinzelt Becherzellen in den proximalen Abschnitten der Hauptbronchien 
nachweisbar. 
 
Die Tiere, die mit R-848 oder Poly (I:C) behandelt wurden, zeigen im Vergleich 
zur Positiv-Kontrollgruppe eine deutliche Reduktion des leukozytären Infiltrats. 
In der Atemwegsmukosa und in der Atemwegsadventitia wurden nur vereinzelt 
eosinophile Granulozyten und Lymphozyten identifiziert. Becherzellen lassen 
sich nur stellenweise in den Atemwegsarealen der proximalen Bronchien 
nachweisen. Eine Becherzellhyperplasie wie bei den Positiv-Kontrolltieren ist 






Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine Behandlung mit den TLR-
Liganden R-848 und Poly (I:C) zu einer eindeutigen Abnahme der 
entzündlichen Infiltration der Lunge mit Eosinophile Granulozyten und 
Lymphozyten sowie zu einer Reduktion der Becherzellhyperplasie mit folglich 





















Abbildung 3.10: PAS-Färbung von lungenhistologischen Schnittpräparaten zur 
Charakterisierung des inflammatorischen Infiltrats. Am 75 Tag der Analyse wurden die 
Lungen, nach vorheriger Durchführung der BAL, entnommen, zuerst in Formalin fixiert und 
dann in Parafin eingebettet. An den anschließend angefertigten Schnittpräparaten wurde eine 
PAS-Färbung durchgeführt. Dargestellt sind repräsentative Lungenschnittpräparate von 










3.2.5 Die Atemwegsreagibilität im Atemfunktionstest verringert sich nach 
TLR3/7 Aktivierung  
 
Um die funktionelle Wirkung von R-848 und Poly (I:C) Behandlung auf die 
Atemwegsreagibilität zu untersuchen, wurden Lungenfunktionstests mittels 
Head-out- Body-Plethysmographie durchgeführt.  
Initial wurden die Tiere zur Ermittlung der Lungenfunktion in normaler 
Ruhephase 15 Minuten im Head-out- Body-Plethysmographen belassen und 
der Ausgangswert des halbmaximalen expiratorischen Atemflusses (EF50) 
ermittelt. Anschließend wurden die Tiere mit β-Acetyl-Methylcholin (MCh) 
Aerosol provoziert und diejenige Konzentration an MCh ermittelt, die zu einer 
50%igen Reduktion dieses Ausgangswertes führte. 
 
Hierbei zeigt sich, wie in der Abbildung 3.11 dargestellt, dass die Tiere aus der 
OVA-Positiv-Kontrollgruppe signifikant stärker auf MCh reagieren. Hier wurde 
die 50%ige Reduktion des halbmaximalen Atemflusses bereits bei einer MCh-
Konzentration von 63,33 ± 5,68 mg/ml erreicht, während diese Abnahme der 
Lungenfunktion bei PBS-behandelten Tieren erst bei einer Konzentration von 
105,3 ± 8,45 mg/ml erreicht war. Dies entspricht der Entwicklung einer 
Atemwegshyperreaktivität bei den OVA-behandelten Tieren.  
 
Die Behandlung mit R-848 oder Poly (I:C) zeigte im Atemfunktionstest einen 
positiven Effekt auf die Atemwegshyperreagibilität, dass heißt, die 
Hyperreaktivität auf MCh war signifikant geringer ausgeprägt als in der Positiv-
Kontrollgruppe. So wurde eine 50%ige Reduktion des halbmaximalen 
Atemflusses erst bei einer MCh-Konzentration von 129,1 ± 2,09 mg/ml (R-848) 









































Abbildung 3.11: Atemwegsreaktivität nach Behandlung mit TLR-Liganden im Maus 
Modell für chronisches Asthma bronchiale (Messung mittels Head-out Body-
Plethysmographie).  
Am Tag 75 des Behandlungsprotokolls wurde die Atemwegsreaktivität von allen Tiergruppen 
mittels der Head-out Body-Plethysmographie (HOBP) durch einen Provokationstest, der die 
Reaktivität der glatten Bronchialmuskulatur auf die Entwicklung einer Atemwegshyperreagibilität 
(AHR) bestimmt, untersucht. Die Provokation der Atemwegshyperreagibilität wurde mit Acetyl-
β-Methylcholin-Hydrochlorid (MCh), eines Bronchokonstriktors das einen unspezifischen Reiz 
auslöst, durchgeführt. Als Maß für die Atemwegsreaktivität (Bronchoobstruktion) wurde der 
EF50-Wert erfasst und diejenige Konzentration an Metacholin (MCh) berechnet, bei der der 
EF50-Wert unter 50 % des Baseline-Wertes gefallen war. Die Signifikanzen zwischen den 
Gruppen wurden mittels t-Test analysiert. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM (*p ≤ 0,05 und ***p 
≤ 0,001). 
 
3.2.6 TLR3/7 Aktivierung inhibiert die Entwicklung eines Airway 
remodelling in den distalen Atemwegen 
 
Eine der charakteristischen Spätfolgen des chronischen Asthma bronchiale ist 
das so genannte Airway remodelling. Dieser strukturelle Umbau der Atemwege 
ist charakterisiert durch eine Becherzellhyperplasie, eine Hypertrophie des 
Atemwegepithels sowie die Hypertrophie und Hyperplasie von Myozyten in den 




Um diese strukturellen Veränderungen nach einer Behandlung mit 
TLR3/7-Liganden im chronischen Maus-Modell für Asthma bronchiale zu 
untersuchen, wurden PAS-Färbungen von Lungenschnittpräparaten angefertigt.  
Die Becherzellmetaplasie in den kleinen Atemwegen wurden mittels High 
Power Field Mikroskopie durch die Auszählung von Becherzellen bei 50facher 
Vergrößerung quantifiziert. Hierzu wurden jeweils zehn Abschnitte pro Präparat 
ausgezählt und die Ergebnisse jeder Gruppe gemittelt.  
 
Die, durch die OVA Exposition herbeigeführte Inflammation, induzierte in den 
distalen Lungenabschnitten eine Becherzellhyperplasie (Abb. 3.12 A) mit 
circa 34 Becherzellen in jedem ausgezähltem Ausschnitt.  
Die, mit TLR-Liganden behandelten, Gruppen wiesen eine deutlich niedrigere 
Becherzellhyperplasie auf. Während nach Poly (I:C) Behandlung nur noch etwa 
29 Becherzellen je Ausschnitt nachweisbar waren, so wurden in der R-848-
Behandlungsgruppe sogar nur circa 18 Becherzellen nachgewiesen. In der 
Negativ-Kontrollgruppe wurden keine Becherzellen nachgewiesen.  
 
Auch eine Verdickung des Atemwegsepithels war nach der TLR-Behandlung im 
Vergleich zur Negativ-Kontrollgruppe nicht nachweisbar (Abb. 3.12 B). Während 
die Dicke des Atemwegsepithels hier mit 6,41 ± 0,32 µm (R-848) 
beziehungsweise 6,64 ± 0,27 µm (Poly (I:C)) der Dicke des Atemwegsepithels 
bei PBS-behandelten Mäusen (6,46 ± 0,32 µm) entsprach, wurde bei den OVA-
behandelten Mäusen (9,31 ± 0,51 µm) eine deutliche Verdickung durch 
Einlagerung der kollagen Fasern im Sinne eines Airway remodelling 
nachgewiesen.  
Diese Ergebnisse wurden durch Färbung von alpha-smooth muscle actin (α-
SMA), einem Marker für glatte Muskelzellen und Myofibrozyten in 
Lungenpräparaten bestätigt. Die oben beschriebene Verdickung des 
Atemwegsepithels wird unter anderem durch die Proliferation von Muskelzellen 
und Myofibrozyten bedingt.  
So wurde in der OVA-Kontrollgruppe (1,79 ± 0,08 µm) erwartungsgemäß eine 
Verdickung der α-SMA-positiven Zellschicht gegenüber der PBS-Kontrollgruppe 
(1,57 ± 0,08 µm) nachgewiesen (Abb. 3.12 C), während die Dicke der α-SMA-
positiven Zellschicht sowohl nach Poly (I:C) (1,38 ± 0,06 µm) als auch R-848 












































































































































Abbildung 3.12: Becherzellhyperplasie und morphologische Veränderung werden durch 
die Applikation von R-848 oder Poly (I:C) im chronischen Modell für Asthma bronchiale 
inhibiert. Die Anzahl der Becherzellen in PAS gefärbten Lungenschnittpräparaten wurde im 
High Power Field Mikrokopie ermittelt (A). Die Schichtdicke des Atemwegsepithels (B) und des 
α-smooth muscle actin (α-SMA)-positive glatte Muskelzellen (C) wurden in 
Lungenparafinschnitten quantifiziert. Die Signifikanzen zwischen den Gruppen wurde mittels t-




Virale Infektionen spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese des 
allergischen Asthma bronchiale. So wurden frühkindliche RSV-Infektionen als 
wichtige Risikofaktoren in Entwicklung von Asthma bronchiale bei entsprechend 
empfänglichen Individuen identifiziert. Darüber hinaus triggern virale Infektionen 
bei Patienten mit bereits etabliertem Asthma eine akute Exazerbation (Mallia 
and Johnston, 2002; Potena et al., 2007). 
Demgegenüber stehen epidemiologische sowie experimentelle Untersuchungen 
die zeigen, dass wiederholte virale Infektionen der oberen Atemwege einen 
protektiven Effekt auf die Entwicklung eines allergischen Asthma aufweisen 
(Alm et al., 1999; Martinez, 2005; Shaheen et al., 1996; von Mutius et al., 
1999).  
Einen möglichen Mechanismus stellt die Bindung virale Nukleinsäuren an die 
Toll-like Rezeptoren 3 und 7 dar, wodurch es über die Aktivierung des 
angeborenen Immunsystems zu einer Verschiebung der TH2-dominierte 
Immunantwort in Richtung TH1-Antwort kommt und somit die allergische 
Immunantwort abgemildert werden könnte.  
 
In dieser Arbeit wurde mit Hilfe synthetischer Liganden der Einfluss von TLR3 
(Poly (I:C))  und TLR7 (R-848) auf den allergischen Phänotyp im Maus-Modell 
für akutes und chronisches Asthma untersucht. Initial wurde hierbei zunächst 
die optimale Applikationsroute dieser Immunmodulatoren ermittelt. 
 
Die Epithelzellen des Respirationstraktes bilden die äußere Barriere der Lunge 
und stellen die initiale Kontaktstelle sowohl für Pathogene als auch für inhalierte 
Allergene dar. Dabei wirken die Epithelzellen nicht nur als einfache 
physikalische Barriere, sondern tragen durch die Synthese von antimikrobiellen 
Peptiden, Zytokinen und Chemokinen zur Immunabwehr bei (Bals and 
Hiemstra, 2004; Hamilton et al., 2001; Holgate et al., 2000). 
 Diese Rolle wird durch die Expression von TLR-Rezeptoren unterstützt 
(Armstrong et al., 2004; Ewaschuk et al., 2007; Greene and McElvaney, 2005; 




Interessanterweise wurde für pulmonale Epithelzellen eine konstitutive 
Expression on TLR3 auf der Zelloberfläche nachgewiesen (Hewson et al., 
2005), während TLR3, wie auch TLR7 und TLR8, typischerweise endosomal 
lokalisiert sind (Hattermann et al., 2007a; Matsumoto et al., 2003).  
Darüber hinaus ist die Expression von TLR3 beziehungsweise TLR7 für glatte 
Muskelzellen der Lunge (Sukkar et al., 2006), sowie infiltrierende Immunzellen, 
wie Neutrophile Granulozyten (Hayashi et al., 2003; Mytar et al., 2004; Werling 
et al., 2004) aber auch für residente Zellen wie Makrophagen (Zarember and 
Godowski, 2002) nachgewiesen worden.  
Somit stellt die lokale pulmonale Applikation von Poly (I:C) beziehungsweise R-
848 durchaus eine Möglichkeit dar, durch eine relativ schonende Behandlung, 
immunmodulatorisch in die Pathophysiologie des Asthma bronchiale 
einzugreifen.  
Da auch Makrophagen des Peritonealraums TLR3 und TLR7 auf ihrer 
Zelloberfläche expremieren und bereits gezeigt wurde, dass diese in Reaktion 
auf eine in-vitro Stimulation durch Poly (I:C) beziehungsweise R-848 mit der 
Ausschüttung von Il-12 , IFN- und IL-10 (Mytar et al., 2004; Werling et al., 2004) 
reagieren, wurde zur Ermittlung der optimalen Applikationsroute Poly (I:C) 
systemisch mittels intraperitonealer Injektion appliziert und vergleichend den 
Effekten einer lokalen intranasalen Applikation gegenübergestellt. 
 
4.1  Deutliche Verbesserung des akuten Asthma Phänotyps durch 
systemische Applikation von Poly (I:C) im Maus-Modell 
 
Sowohl die intranasale als auch die systemische Applikation von Poly (I:C) führt 
zu einer deutlichen Reduktion der IgE-Spiegel im Serum von OVA-
sensibilisierten Mäusen, wobei dieser Effekt nach systemischer Poly (I:C) Gabe 
signifikant stärker war.  
 
Hinsichtlich der IgG1- und IgG2a-Konzentrationen konnten gegenüber der 
OVA-Kontrollgruppe weder nach intranasaler noch nach systemischer 




Mit Poly (I:C) behandelte Tiere weisen unabhängig von der Applikationsroute im 
Vergleich zur OVA-Kontrollgruppe erniedrigte IL-5 Konzentrationen in der BAL-
Flüssigkeit auf. Auch hier ist der Effekt nach systemischer Applikation deutlicher 
ausgeprägt. 
 
Ein Charakteristikum der allergischen Entzündungsreaktion im Rahmen eines 
Asthma bronchiale ist die Infiltration von Leukozyten (vornehmlich eosinophiler 
Granulozyten) in das Lungenparenchym sowie Lumen. Die intraperitoneale 
(i.p.) wie auch intranasale (i.n.) Applikation von Poly (I:C) führte in OVA-
sensibilisierten Mäusen zu einer deutlichen Reduktion eosinophiler 
Granulozyten in der BAL und somit im Atemwegslumen. Dies belegt eine 
verminderte allergische Entzündung innerhalb des Lumens bei Poly (I:C) 
behandelten Mäusen. 
Innerhalb des Lungenparenchyms konnte dieser positive Effekt auf die 
allergische Entzündung allerdings nur nach i.p. Applikation von Poly (I:C) 
nachgewiesen werden. 
Der positive Effekt von Poly (I:C) auf die eosinophile Infiltration kann durch die 
beschriebene Absenkung der IL-5-Spiegel im Serum erklärt werden, da IL-5 
eine herausragende Rolle bei der eosinophilen Entzündung, hinsichtlich der 
Differenzierung (Ochiai et al., 1995), Aktivierung (Pazdrak et al., 1995), Priming 
(Sampson, 2001) sowie dem zellulären Überleben (Yamaguchi et al., 1988a; 
Yamaguchi et al., 1988b) einnimmt. 
 
Ein weiterer Aspekt der entzündlichen Veränderungen im Rahmen eines 
Asthma bronchiale ist die Hyperplasie des Epithels in Mukus-produzierende 
Zellen (Becherzellhyperplasie). Durch PAS-Färbung von lungenhistologischen 
Schnittpräparaten konnte gezeigt werden, dass die systemische Behandlung 
von OVA-sensibilisierten Mäusen mit Poly (I:C), nicht jedoch die lokale 
Applikation, eine Becherzellhyperplasie effektiv unterdrückt. Die histologische 
Morphologie entspricht hierbei im Wesentlichen der Kontrollgruppe. 
Erwartungsgemäß zeigten die systemisch behandelten Tiere auch bei der 
Lungenfunktionsmessung keinen Unterschied zu PBS behandelten Tieren, 
während lokal behandelte Tieren entsprechend den OVA-sensibilisierten 




Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die lokale (i.n.) Applikation von 
Poly (I:C) nur partielle Effekte auf einen bestehenden Asthma-Phänotyp hat. 
Durch die systemische Applikation wurden jedoch sowohl die Charakteristika 
einer akuten allergischen Entzündung als auch die Lungenfunktion positiv 
beeinflusst. Somit ist die systemische Applikation der lokalen Anwendung von 
Poly (I:C) deutlich überlegen. 
 
Gegen eine lokale Applikation von Poly (I:C) sprechen auch neuere 
Untersuchungen von Stowell et al. (Stowell et al., 2009), die zeigten, dass die 
wiederholte intranasale Gabe von Poly (I:C) in C57B6- Mäusen (WT) eine 
deutliche Enzündungsreaktion der Lunge induziert, gekennzeichnet durch eine 
Infiltration der Lunge mit Entzündungszellen (hauptsächlich Neutrophilen), der 
Ausschüttung inflammatorischer Zytokine und einer verminderten 
Lungenfunktion. Es ist anzunehmen, dass diese Effekte ursächlich auf die 
Aktivierung von TLR3 zurückgehen, da TLR3-knock-out Mäuse von diesen 
entzündlichen Veränderungen ausgenommen sind. 
Die Tatsache, dass derartige Effekte in dieser Arbeit nicht beobachtet wurden, 
kann auf die deutlich kürzere Expositionszeit beziehungsweise die geringere 
Expositionsfrequenz im Rahmen dieser Arbeit zurückgeführt werden.  
 
Bei der Untersuchung der Effekte von Poly (I:C) und R-848 auf die 




4.2 Positiver Einfluss von R-848 und Poly (I:C) auf die Entwicklung von 
 chronischem Asthma bronchiale im Maus-Modell 
 
Im zweiten Teil der Arbeit wurde untersucht, welchen Effekt die TLR-Liganden 
Poly (I:C) (TLR3) und R-848 (TLR7) innerhalb eines Maus-Modells für 
chronischen Asthma-Modells aufweisen. 
Dieses Modell reflektiert eine Reihe von Charakteristika, die auch die 
Pathophysiologie des humanen chronischen Asthma bronchiale kennzeichnen, 
wie die fortschreitende Entzündung der Atemwege sowie strukturelle 
Veränderungen der Lunge (Airway remodelling), und basiert auf der 
Sensibilisierung von Balb/C-Mäusen gegen Ovalbumin mit wiederholter OVA-
Aerosol-Exposition (Wegmann, 2008; Wegmann and Renz, 2005). 
 
Basierend auf dem beschriebenen chronischen Asthma-Modell konnte gezeigt 
werden, dass sowohl die Applikation von Poly (I:C) als auch R-848 im Vergleich 
zur Positiv-Kontrollgruppe zu einer deutlichen Reduktion der IgE-Spiegel im 
Serum führt. Dies liegt in Konkordanz zu den Poly (I:C) Effekten im akuten 
Maus-Modell. Zusätzlich wurden bei den mit R-848 behandelten, nicht jedoch 
bei mit Poly(I:C) behandelten, Mäusen erniedrigte IgG1- und erhöhte IgG2a-
Konzentrationen nachgewiesen. Dies könnte durch die beobachteten erhöhten 
IL-12-Spiegel erklärt werden und weist auf die Induktion einer OVA-spezifischen 
TH1-Antwort hin. Es ist bekannt, dass IL-12 die Produktion IgG2a erhöht sowie 
die Produktion von IgE und IgG1 unterdrückt, während IL-4 die Synthese von 
IgE und IgG1 fördert (Germann et al., 1995; Stavnezer, 1996). 
Die durch IL-12 vermittelte Induktion der IFN-γ-Produktion antagonisiert zudem 
viele Effekte, die durch IL-4 und IL-5 hervorgerufen werden (Elser et al., 2002), 
wie den Influx Eosinophile Granulozyten in die Atemwege oder die Produktion 
von IgE und IgG1. 
Diese unterschiedlichen Effekte von Poly (I:C) und R-848 auf die Produktion 
OVA-spezifischer Antikörper konnten wir auch in anderen Untersuchungen 
belegen (Sel et al., 2007). Auch hier führte nur die Verabreichung von R-848 




Dies könnte auf die differentielle Expression von TLR3 und TLR7 auf APCs und 
T-Zellen zurückgeführt werden (Kabelitz, 2007; Zarember and Godowski, 2002), 
da murine T-Zellen zwar TLR7 nicht jedoch TLR3 expremieren und somit R-848 
einen direkten Einfluss auf diese Zellen ausüben kann, nicht jedoch Poly (I:C). 
Für humane T-Zellen wurde in vitro in diesem Zusammenhang unter dem 
Einfluss von R-848 bereits ein direkter Shift von IL-4 produzierenden T-Zellen in 
IFN-γ produzierende T-Zellen beschrieben (Brugnolo et al., 2003). 
Darüber hinaus ist auch ein direkter Effekt auf B-Lymphozyten anzunehmen, da 
in vitro Untersuchungen bereits gezeigt haben, dass die Zugabe von R-848 
direkt die IgE-Synthese durch B-Lymphozyten erniedrigt, was zum Teil durch 
eine verminderte Zellteilung nach R-848 Zugabe erklärt werden kann (Shen et 
al., 2008). 
 
Die Konzentration des TH2-Zytokins Interleukin-5 (IL-5) lag in der BAL-
Flüssigkeit sowohl bei Poly (I:C), als auch bei R-848 behandelten Mäusen, auf 
dem Niveau der Negativ-Kontrolle. Im Gegensatz dazu weisen die Mäuse der 
OVA-Kontrollgruppe deutlich erhöhte IL-5 Werte auf. 
Es wurde bereits anhand von in vitro Untersuchungen nachgewiesen, dass die 
Inhibition der IL-5 Produktion durch R-848 durch IFN-α vermittelt wird (Gibson 
et al., 1995; Wagner et al., 1999), welches von humanen Monozyten und 
murinen Makrophagen nach Stimulation mit Imidazoquinolinen ausgeschüttet 
wird (Gibson et al., 1995; Reiter et al., 1994). Da IFN-α darüber hinaus eine 
Reihe weitere TH2 vermittelter Immunreaktionen inhibiert, wie die Entwicklung 
von TH2-Zellen (Parronchi et al., 1996), die IL-4 Synthese durch TH2-Zellen 
(Parronchi et al., 1992), die IgE Produktion (Finkelman et al., 1991) sowie die 
Allergie-assoziierte Eosinophilie (Nakajima et al., 1994; Paukkonen et al., 
1993), sollte in weiterführenden Untersuchungen, beispielsweise durch den 
Einsatz von anti-IFN-α, die Beteiligung von IFN-α bei den hier beschriebenen 
TLR-vermittelten Effekten untersucht werden. 
 
Demgegenüber lagen bei den Poly (I:C) beziehungsweise R-848 behandelten 
Mäusen deutlich erhöhte IL-12 Spiegel vor, während die IL-12-Konzentrationen 
der PBS- sowie OVA-Gruppe auf vergleichbarem Niveau lagen.  
 
4. Diskussion 70
Interleukin-12 wird hauptsächlich von dendritischen Zellen, Monozyten und 
Makrophagen produziert (Guillaume et al., 1996; Macatonia et al., 1995; 
Yoshimoto et al., 1998). Es ist bekannt, dass IL-12 die Entwicklung naiver CD4+ 
T-Zellen in Richtung TH1-Phänotyp dirigiert sowie die IFN-γ-Produktion durch 
CD4+ T-Zellen verstärkt und damit als potenter Induktor einer TH1-Antwort wirkt 
(Hsieh et al., 1993; Macatonia et al., 1993; Trinchieri et al., 1992).  
Demzufolge könnte die Induktion einer kompensierenden TH1-Antwort 
zumindest teilweise die Abschwächung der TH2-dominierten allergischen 
Immunantwort erklären. 
 
Es wurde bereits gezeigt, dass die Stimulation von DCs mit verschiedenen 
TLR-Liganden, wie LPS oder CpG die Produktion von IL-12 induziert (Hochrein 
et al., 2001).  
Eine derartige induzierte IL-12 Produktion wurde durch uns in der peritonealen 
Lavage nach Poly (I:C) oder R-848 Administration (Sel et al., 2007) sowie in 
restimulierten MNCs bei Koapplikation dieser Liganden bereits nachgewiesen. 
Dies zeigt, dass die Effekte der TLR-Liganden auf die allergische 
Immunreaktion zumindest teilweise durch IL-12 vermittelt werden. Unterstrichen 
wird diese Hypothese durch Untersuchungen mit IL-12p35 defizienten Mäusen. 
Diese Mäuse produzieren kein bioaktives IL-12. Die Applikation von Poly (I:C) 
oder R-848 hatte hier keinen Effekt auf die allergische Atemwegsentzündung 
oder Becherzellhyperplasie (Sel et al., 2007). 
 
Entsprechend der Pathophysiologie des allergischen Asthma, zeigt die BAL-
Flüssigkeit der OVA-Kontrollgruppe eine deutlich erhöhte Anzahl Eosinophiler 
Granulozyten in der BAL. Die Applikation der TLR-Liganden führte hier zu einer 
massiven Reduktion, wobei der Effekt von R-848 deutlicher ausgeprägt war als 
bei der Anwendung von Poly (I:C). In beiden Gruppen stellen Makrophagen die 
dominierende Leukozytenpopulation dar. Dies entspricht den Ergebnissen der 
PBS-Kontrolle. 
 
Die Verminderung der inflammatorischen Infiltration der Lunge durch die 
Behandlung mit R-848 beziehungsweise Poly (I:C) wurde auch anhand von 
lungenhistologischen Untersuchungen belegt.  
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Während Mäuse der OVA-Kontrollgruppe alle Charakteristika einer schweren 
allergischen Atemwegsentzündung mit massiven Infiltrationen eosinophiler 
Granulozyten und Lymphozyten sowie einer ausgeprägten 
Becherzellhyperplasie zeigen, liegen nach Behandlung mit Poly (I:C) 
beziehungsweise R-848 nur noch stellenweise Becherzellen und vereinzelt 
leukozytäre Infiltrate in der Atemwegsmukosa und Atemwegsadventitia vor. 
 
Die Produktion hoher IL-12-Spiegel bei gleichzeitigem Fehlen einer messbaren 
TH1-Aktivität oder TH1-assoziierten Lungenpathologie könnte durch eine 
Gruppe regulatorischer T-Zellen erklärt werden, die TH1-Zellen ähneln. Diese 
TH1-regulatorischen T-Zellen entwickeln sich in vivo in Anwesenheit von IL-10 
und IL-12 aus naiven CD4+CD25-T-Zellen während einer TH1-polarisierten 
Immunantwort. Im Maus-Modell konnte gezeigt werden, dass diese Zellen 
durch die Produktion von IL-10 und IFN-γ sowohl die allergische 
Atemwegsentzündung als auch die Atemwegshyperreagibilität supprimieren 
(Stock et al., 2004; Stock et al., 2006).  
 
Da das Ausmaß der Entzündungsprozesse in der Lunge mit der Ausprägung 
der Atemwegshyperreagibilität (AHR) korreliert, wurde erwartet, dass die AHR 
innerhalb den behandelten Gruppen deutlich geringer ausgeprägt ist als in der 
Positiv-Kontrollgruppe. Dies konnte durch Lungenfunktionsmessungen bestätigt 
werden. 
 
Von besonderer Bedeutung bei der Chronifizierung eines Asthma bronchiale 
sind strukturelle Veränderungen, verursacht durch die Interaktion 
inflammatorischer Mediatoren mit Strukturzellen sowie Entzündungsbedingte 
Gewebeschäden, die als Airway remodelling bezeichnet werden und die dazu 
dienen Gewebeschäden zu reparieren und die Luftwege intakt zu halten.  
 
Hierzu zählen unter anderem die allgemeine Verdickung epithelialer und 
subepithelialer Schichten, fortschreitende Kollageneinlagerung, Hyperthrophie 





Die Aktivierung der TLR3- beziehungsweise TLR7-Rezeptoren inhibiert im 
gewählten Maus-Modell die Entwicklung des Atemwegsumbaus. So sind in den 
peripheren Atemwegen im Vergleich zur OVA-Kontrollgruppe weit weniger 
mukusproduzierende Becherzellen vorhanden. Hinsichtlich der 
Atemwegsepitheldicke ist im Gegensatz zur Positiv-Kontrolle weder bei 
Poly (I:C) noch bei R-848 behandelten Mäusen eine Verdickung verglichen mit 
der PBS Gruppe nachweisbar. Auch eine Verdickung der α-SMA-positiven 
Zellschicht ist in diesen Gruppen nicht nachweisbar. 
 
Dies könnte, zumindest teilweise, durch die in dieser Arbeit beschriebene 
deutliche Erniedrigung der TGF-β-Konzentration in der BAL-Flüssigkeit bei 
Behandlung mit R-848 erklärt werden. TGF-β ist ein profibrotisch wirkendes 
Zytokin, das eine wichtige Rolle bei der Progression des Atemwegs-Umbaus 
spielt (Alcorn et al., 2008; Makinde et al., 2007; Zhou et al., 2007), indem es in 
Fibroblasten die Synthese von Kollagen stimuliert (Blobe et al., 2000). 
Als möglicher Mechanismus durch den R-848 die TGF-β-Konzentration senkt, 
ist zum einen ein direkter Effekt auf TGF-β-produzierende Zellen, wie 
Makrophagen denkbar, da diese TLR7 expremieren (Sabet et al., 2006). Ein 
derartiger direkter Effekt wurde bereits durch in vitro Studien für 
immunstimulatorische DNA-Sequenzen (ISS), einem Liganden von TLR9, 
nachgewiesen (Youn et al., 2004). 
Als weitere Quelle für TGF-β im Rahmen eines allergischen Asthma kommen 
eosinophile Granulozyten und mononukleäre Zellen in Frage (Balzar et al., 
2005; Ohno et al., 1996). Da die Infiltration dieser Zellen in die Lunge nach 
Behandlung mit R-848 beziehungsweise Poly (I:C) deutlich erniedrigt ist, 
erscheint es wahrscheinlich, dass dadurch die TGF-β-Konzentration in der BAL 
sinkt.  
 
Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass 
durch die Aktivierung von TLR3 beziehungsweise TLR7 durch die Applikation 
von synthetischen Liganden eine TH1-gerichtete Immunantwort initiiert wird, 





So führte sowohl die Applikation von R-848 als auch Poly (I:C) zur Abnahme 
von der Konzentration an OVA-spezifischem IgE sowie IL-5, während die 
Konzentration von IL-12 deutlich anstieg. Darüber hinaus induzierte R-848 eine 
verstärkte Synthese von OVA-spezifischem IgG2a. 
 
Dies unterstreicht, dass TLRs neben ihrer Rolle innerhalb der angeborenen 
Infektabwehr auch einen entscheidenden Einfluss auf die Balance von 
TH1/TH2-Zellen haben (Dabbagh and Lewis, 2003) und somit regulierend 
innerhalb der Pathogenese bei TH2 polarisierten allergischen Erkrankungen wie 
Asthma wirken (Chaudhuri et al., 2005). Dieser Effekt wurde auch für den 
TLR1/TLR2 spezifischen Agonisten Pam3CSK4 (Lombardi et al., 2008) und 
hohe Dosen des TLR4 Liganden LPS (Rodriguez et al., 2003) nachgewiesen. 
Die Anwendung dieser TLR-Liganden führte im Asthma-Modell zu einer Re-
Äquilibrierung der Zytokin-Expression und Induktion einer TH1-Antwort mit 
positiven Effekten auf den Krankheitsverlauf. 
 
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Anwendung synthetischer TLR3- 
und TLR7-Liganden im Rahmen eines Asthma bronchiale eine viel 
versprechende Therapieoption darstellt, die direkt in den zugrundeliegenden 
Mechanismus einer TH2-vermittelten allergischen Entzündung eingreift und 
durch Verschiebung der TH1-TH2-Balance in Richtung TH1 zahlreiche 
Charakteristika eines allergischen Asthmas positiv beeinflusst. Dazu zählen 
sowohl Parameter der allergischen Entzündung, als auch positive Effekte auf 
das Airway remodelling und die Lungenfunktion. 
 
Bisherige Behandlungsstrategien eines Asthma bronchiale basieren im 
Wesentlichen auf der Anwendung von Bronchodilatoren (β2-Sympathomimetika) 
in Kombination mit Corticosteroiden.  
Durch die Inhalation der β2-Sympathomimetika wird die Atemnot während eines 
akuten Asthma-Anfalls durch Dilatation der glatten Muskulatur der Bronchien 
aufgehoben beziehungsweise deutlich reduziert, während die Anwendung 
inhalativer Corticosteroide (ICS) direkt die Entzündungsreaktion unterdrückt 




Eine optimale Therapieoption stellen beide Substanzklassen dennoch nicht dar, 
da sie ausschließlich die akute Symptomatik der Bronchokonstriktion 
beziehungsweise allergischen Inflammation positiv beeinflussen, aber keinen 
Einfluss auf die zugrunde liegenden pathophysiologischen Mechanismen 
haben. Darüber hinaus weisen Corticosteroide eine Reihe von Nebenwirkungen 
auf, so dass neue innovative Ansätze dringend nötig sind. 
  
In dieser Hinsicht nehmen Therapie-Ansätze, die auf der Aktivierung von Toll-
like Rezeptoren basieren, eine herausragende Stellung ein.  
Dass die Anwendung solcher Immunmodulatoren in der Humanmedizin 
prinzipiell möglich ist, wurde bereits im Rahmen der Behandlung anderer 
Erkrankungen gezeigt. 
So wird das R-848-Analogon R837 unter dem Handelsnamen Aldara® 
(Imiquimod Creme 5%) zur topischen Therapie humaner Feigwarzen 
(Condylomata acuminata) im Genital/Perianal-Bereich, die durch humane 
Papillomaviren verursacht werden, angewandt (Owens et al., 1998; Syed et al., 
2000; Wigbels et al., 2001). Dabei basiert die therapeutische Wirkung nicht auf 
einer direkten antiviralen oder antiproliferativen Wirkung sondern auf der 
Induktion verschiedener Zytokine, wie: IFN-α, IFN-γ, TNF-α oder IL-12 (Gibson 
et al., 1995; Testerman et al., 1995; Vasilakos et al., 2000a; Wagner et al., 
1999). 
Auch bei rezidivierenden Herpes simplex Infektionen (HSV-2) wurde für R-848 
ein protektiver Effekt beschrieben (Bernstein et al., 2001; Gill et al., 2008). 
Darüber hinaus wurde gezeigt, dass Imiquimod das Wachstum von 
Blasentumorzellen effektiv hemmt (Smith et al., 2007). 
 
Neben einem direkten therapeutischen Einsatz der TLR-Liganden zur 
Behandlung allergischer Erkrankungen, stellt die Verwendung dieser 
Immunmodulatoren im Rahmen einer sogenannten Allergen-spezifischen 
Immuntherapie (allergen-specific immunotherapy, SIT) eine weitere 
interessante Option dar. Während der Allergen-spezifischen Immuntherapie 
werden ansteigende Mengen eines Allergens über einen längeren Zeitraum 
appliziert, um letztendlich bei erneuter Allergenexposition die allergische 





2007; Bohle, 2008; Mobs et al., 2008). Bei den Adjuvantien, die momentan bei 
einer SIT angewendet werden, handelt es sich um Aluminium- oder 
Calciumsalze.  
Diese besitzen zwar eine gute Verträglichkeit, zeichnen sich aber durch eine 
schwache T-Zell-Antwort aus. Darüber hinaus wird hauptsächlich die Synthese 
von IgE induziert (Francis and Durham, 2004). Dies ist natürlich denkbar 
unvorteilhaft, soll doch eine Immunantwort induziert werden, die sich gegen 
IgE-vermittelte Allergien richtet. 
Durch die Verwendung von TLR-Liganden als Adjuvantien, könnte diese 
Immunantwort in Richtung TH1 und somit in Richtung Produktion von IgG2a 
verschoben werden. Untersuchungen an Mäusen, haben bereits nachgewiesen, 
dass dies effektiv möglich ist. So konnte gezeigt werden, dass der Einsatz 
Poly (I:C), CpG und LPS zu einer deutlichen TH1-Antwort führt und darüber 
hinaus, die Dauer der SIT positiv beeinflusst wird (Bohle, 2002; Johansen et al., 
2005). Neuere Untersuchungen haben bei der Verwendung sogenannter 
poly(D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA) Nanopartikel in Kombination im 
immunstimulatorischen Oligodeoxynukleotiden (CpGs) ähnliche Effekte 
beschrieben (Martinez Gomez et al., 2007). 
 
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass die Aktivierung von TLR3 
und TLR7 durch die systemische Applikation von synthetischen Liganden eine 
innovative Therapieoption in der Behandlung allergischer Erkrankungen 
darstellt, wobei weitere Untersuchungen sicherlich notwendig sind, um 
beispielsweise im Rahmen von Langzeit-Expositionen, mögliche 
Nebenwirkungen aufzudecken.  
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5. Zusammenfassung 
 
Das allergische Asthma bronchiale ist eine komplexe Erkrankung der Lunge, 
die mit einer chronischen Entzündungsreaktion der Atemwege, einer 
bronchialen Hyperreagibilität, Atemwegsobstruktion sowie strukturellen 
Veränderungen der Lunge im Sinne eines Airway remodelling assoziiert ist. 
Eine zentrale Komponente innerhalb der Pathogenese des allergischen 
Asthmas bildet die gestörte Homöostase zwischen TH1 und TH2 Lymphozyten 
mit einer vorherrschenden TH2-Immunantwort. Dabei führt die Ausschüttung 
von TH2-typischen Zytokinen, wie IL-4, IL-5, IL-13 und GM-CSF nach Allergen-
Exposition zur Aktivierung und Rekrutierung von Eosinophilen Granulozyten in 
die Lunge, zur Mastzelldegranulation und einem Switch der 
Antikörperproduktion zur Synthese von IgE durch B-Zellen. 
Epidemiologische Untersuchungen führten zu der Überlegung, dass die 
niedrigere Infektionsrate sowie die geringere Exposition mit bakteriellen 
Bestandteilen in industrialisierten Ländern, die Ursache für die Polarisation in 
Richtung TH2 darstellt. Die Schaffung eines Milieus, in dem durch die selektive 
Aktivierung der TH1-Immunantwort die Entwicklung von TH2-Zellen unterdrückt 
wird, stellt aus diesen Gründen die Basis für die Entwicklung neuartiger 
Behandlungsstrategien für allergisches Asthma bronchiale dar. 
Die Entwicklung und Regulation der Effektorfunktionen von TH-Zellen steht 
unter enger Kontrolle der angeborenen Immunantwort, vornehmlich durch 
Bindung hochkonservierter Pathogen-assoziierter Muster (PAMPs) an Toll-like 
Rezeptoren (TLR) auf verschiedenen Immunzellen, aber auch Strukturzellen, 
was letztendlich zur Aktivierung dieser Zellen und Ausschüttung verschiedener 
Mediatoren führt.  
So wurde beispielweise gezeigt, dass variable TLR-Liganden wie bakterielle 
Bestandteile die Produktion von IL-12 in dendritischen Zellen stimulieren und 
dadurch die TH2-Antwort in Maus-Modellen für allergisches Asthma effektiv 
unterdrückt wird.  
Es ist seit langem bekannt, dass eine inverse Beziehung zwischen viralen 
Infektionen, wie Hepatitis A oder Masern, und der Etablierung eines 






Dies führt zu der Hypothese, dass die Aktivierung von TLR3 beziehungsweise 
TLR7 durch synthetische Liganden den TH2-vermittelten allergischen 
Phänotypen unterdrückt. 
In dieser Arbeit wurde der Effekt der synthetischen TLR-Liganden Poly (I:C) 
(TLR3) und R-848 (TLR7) auf den allergischen Phänotypen im Maus-Modell für 
chronisches Asthma bronchiale untersucht. 
Im Gegensatz zu vorherigen Untersuchungen, die ausschließlich die Effekte 
von Poly (I:C) und R-848 auf die Etablierung beziehungsweise Pathogenese 
von akutem allergischem Asthma, wurden im Rahmen dieser Arbeit erstmals 
die Effekte auf chronische Entzündungsprozesse und Komponenten des 
Atemwegsumbaus untersucht. 
Es konnte gezeigt werden, dass sowohl die Applikation von R-848 als auch 
Poly (I:C) zur Abschwächung der TH2-vermittelten Immunantwort führt, so sank 
die Konzentration an OVA-spezifischem IgE sowie IL-5, während die 
Konzentration von IL-12 deutlich anstieg. Darüber hinaus kam es zu einer 
deutlichen Reduzierung der eosinophilen Granulozyten in der BAL.  
Überdies induzierte R-848, nicht jedoch Poly (I:C), eine verstärkte Synthese von 
OVA-spezifischem IgG2a, was der Aktivierung einer TH1-Antwort entspricht. 
Diese positiven Effekte waren auch hinsichtlich des Atemwegsumbaus 
nachweisbar. So waren in den peripheren Atemwegen im Vergleich zur OVA-
Kontrollgruppe weit weniger mukusproduzierende Becherzellen vorhanden und 
es konnte weder eine Verdickung Atemwegsepithelien noch eine Verdickung 
der α-SMA-positiven Zellschicht ist in diesen Gruppen nachgewiesen werden. 
Entsprechend kam es zu einer deutlichen Verbesserung der Lungenfunktion 
nach Behandlung mit Poly (I:C) oder R-848. 
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass Anwendung synthetischer 
TLR3- und TLR7-Liganden im Rahmen eines Asthma bronchiale eine viel 
versprechende Therapieoption darstellt, die direkt in den zugrundeliegenden 
Mechanismus einer TH2-vermittelten allergischen Entzündung eingreift und 
durch Verschiebung der TH1-TH2-Balance in Richtung TH1 zahlreiche 
Charakteristika eines chronischen allergischen Asthma positiv beeinflusst. 
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